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1. Introduzione 
 
1.1. Patologie tumorali della ghiandola surrenale 
Le ghiandole surrenali, o surreni, sono degli organi pari di forma piramidale posti al di 
sopra del polo superiore di ciascun rene. Esse sono costituite da due parti distinte per deri-
vazione embrionale e per funzione endocrina. La parte centrale, o midollare, è responsabile 
della produzione delle catecolamine: adrenalina, noradrenalina e dopamina, mentre la parte 
più esterna, o corticale, è suddivisa a sua volta nelle zone glomerulare, fascicolata e retico-
lare, deputate rispettivamente alla sintesi degli ormoni steroidei mineraloattivi e glucoatti-
vi, e degli androgeni. Gli ormoni prodotti dai surreni rivestono una fondamentale impor-
tanza nella regolazione del metabolismo corporeo, dell’equilibrio idrosalino e della rispo-
sta allo stress, pertanto alterazioni nella funzionalità di questi organi comportano general-
mente gravi conseguenze per l’intero organismo (Grumbach et al., 2003; Wood e Hammer, 
2011). 
La maggior parte delle lesioni nodulari che interessano le ghiandole surrenali è scoperta 
durante indagini richieste per altri disturbi e alle quali ci si riferisce perciò con il termine di 
“incidentalomi”. Generalmente queste masse sono asintomatiche, tuttavia una piccola por-
zione di esse è responsabile di patologie caratterizzate dall’aumento della secrezione or-
monale. All’interno di questo gruppo ricadono i feocromocitomi, gli adenomi corticosurre-
nalici ed i carcinomi corticosurrenalici. Nei pazienti con una pregressa diagnosi oncologi-
ca, inoltre, le lesioni a livello del surrene sono rappresentate nel 75% dei casi da metastasi 
derivanti da altri organi (Grumbach et al., 2003). 
La prevalenza dei tumori del surrene complessivamente si aggira intorno all’1% e tende 
ad aumentare con l’età. La mancanza di una sintomatologia evidente, tuttavia, rende spesso 
l’identificazione di tali patologie estremamente complessa, pertanto la loro reale incidenza 
potrebbe essere notevolmente sottostimata (Grumbach et al., 2003). 
Il feocromocitoma rappresenta una forma piuttosto rara di tumore del surrene che colpi-
sce la porzione midollare, determinando un incremento anomalo della produzione di cate-
colamine da parte delle cellule cromaffini. Esso può presentarsi in forma sporadica o come 
componente di una sindrome geneticamente trasmessa. Le forme sporadiche sono preva-
lentemente diagnosticate in individui di età compresa tra i 40 e i 50 anni, mentre le forme 
familiari sono in genere diagnosticate più precocemente. Esse sono associate a sindromi 
genetiche quali la neoplasia endocrina di tipo 2 (MEN2), la neurofibromatosi di tipo 1 e la 
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sindrome di Von Hippel-Lindau, che sono determinate da mutazioni nei geni RET, NF1 e 
VHL, rispettivamente. Le caratteristiche cliniche del feocromocitoma sono altamente va-
riabili e comprendono ipertensione arteriosa e aritmie cardiache, la cui gravità dipende dal 
tipo di secrezione e dalla quantità di catecolamine rilasciate dal tumore (Lenders et al., 
2005). 
I tumori che colpiscono la parte più esterna del surrene, o corticale, possono essere di na-
tura benigna, nel caso degli adenomi, o maligna, nel caso dei carcinomi. In entrambi i casi, 
alla componente prettamente oncologica è spesso associata una componente endocrina e i 
tumori vengono normalmente classificati come secernenti o non secernenti, in base alla lo-
ro capacità di produrre ormoni steroidei (Latronico e Chrousos, 1997). La frequenza dei 
tumori della corteccia surrenalica mostra una prevalenza di circa il 3% nella popolazione 
intorno alla quinta decade di vita e la maggior parte di essi è costituita da tumori benigni 
non secernenti (Grumbach et al., 2003; Allolio e Fassnacht, 2006). 
Gli adenomi si presentano generalmente come masse di dimensioni variabili (diametro < 
4.0 cm) e spesso non sono correlati ad una sintomatologia clinica precisa. La prevalenza di 
questi tumori nella popolazione in età media è pari a circa il 4%, mentre supera il 10% in 
età senile (Grumbach et al., 2003). 
I tumori maligni che colpiscono la corteccia del surrene sono invece molto più rari e co-
stituiscono lo 0,05-2% di tutti i tumori (Latronico e Chrousos, 1997). Nonostante la scarsa 
diffusione di questa neoplasia nella popolazione, la prognosi spesso infausta ad essa asso-
ciata ha reso sempre più importante negli ultimi anni l’approfondimento dei meccanismi 
molecolari alla base dell’insorgenza del carcinoma corticosurrenalico e lo studio di nuove 
strategie terapeutiche per contrastarne le drammatiche conseguenze. 
 
1.2. Carcinoma corticosurrenalico 
1.2.1. Caratteristiche ed epidemiologia 
Il carcinoma corticosurrenalico è una neoplasia rara che colpisce la parte più esterna del-
la ghiandola surrenale, la cui esatta eziopatogenesi non è ancora stata del tutto chiarita. La 
sua incidenza a livello mondiale è stimata intorno a 1-2 casi per milioni di individui per 
anno nella popolazione adulta, tuttavia nella popolazione infantile del Sud del Brasile è sta-
ta riscontrata un’incidenza annua circa dieci volte più elevata rispetto alle popolazioni eu-
ropee e nord-americane, in concomitanza con la presenza di una specifica mutazione del 
gene TP53 (R337H) (Ribeiro et al., 2001; Libè et al., 2007). 
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Il carcinoma corticosurrenalico si manifesta con una frequenza maggiore nella popola-
zione di sesso femminile (58,6%) rispetto a quella maschile (41,4%) e in circa il 60% dei 
casi ha caratteristiche secernenti. Entrambe le ghiandole surrenali sembrano essere colpite 
con la stessa frequenza, nonostante alcuni studi riportino una lieve prevalenza di tumori lo-
calizzati a livello del surrene sinistro (52,8%); i tumori bilaterali sono invece più rari e co-
stituiscono il 2-10% circa dei casi (Wooten e King, 1993; Latronico e Chrousos, 1997). 
La distribuzione statistica per età segue un andamento bimodale, con un primo picco in 
età pediatrica ed un secondo picco registrato intorno alla quarta e quinta decade di vita, tut-
tavia il carcinoma corticosurrenalico può svilupparsi a qualunque età (Allolio e Fassnacht, 
2006). La maggior parte dei carcinomi infantili viene diagnosticata grazie al manifestarsi 
di sindromi endocrine dovute ad una eccessiva produzione di ormoni steroidei da parte del 
tumore, il cui sintomo più comune è in questo caso la virilizzazione dovuta ad una iper-
secrezione di androgeni (Ribeiro et al., 2000). Nei bambini, il carcinoma corticosurrenalico 
è inoltre spesso associato a patologie genetiche quali la sindrome di Li-Fraumeni e la sin-
drome di Beckwith-Wiedemann, tuttavia molti tumori pediatrici e la maggior parte dei tu-
mori negli adulti hanno un’insorgenza sporadica (Barlaskar e Hammer, 2007). 
Il carcinoma corticosurrenalico viene spesso diagnosticato incidentalmente, nel corso di 
indagini radiologiche richieste per altri motivi clinici, mentre le successive valutazioni dia-
gnostiche confermeranno la natura della lesione (Grumbach et al., 2003). 
I tumori maligni che colpiscono la corteccia surrenale possono essere di dimensioni va-
riabili, generalmente maggiori di 4 cm. Macroscopicamente, presentano una colorazione 
giallo-arancio o ocra e al loro interno è di frequente osservazione la presenza di aree emor-
ragiche o di necrosi. Microscopicamente, le cellule tumorali sono generalmente prive di li-
pidi e presentano un nucleo pleomorfo, con numerose figure mitotiche (Chouairy et al., 
2008). 
Secondo alcuni autori, la probabilità che una massa surrenalica sia maligna aumenta si-
gnificativamente con la sua grandezza, pertanto le dimensioni del tumore vengono gene-
ralmente utilizzate come indice predittivo di malignità. Nonostante si ritenga che dimen-
sioni superiori ai 5-6 cm rappresentino un elevato fattore di rischio, la grandezza e il peso 
del tumore non costituiscono degli indicatori di malignità specifici. È stato infatti dimostra-
to che in circa il 14% dei casi, tumori di dimensioni inferiori ai 5 cm di diametro sono in 
grado di produrre metastasi (Waichenberg et al., 2000; Barlaskar e Hammer, 2007; 
Chouairy et al., 2008). 
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Lo stadio del tumore viene definito sulla base della classificazione proposta da Macfarla-
ne e Sullivan, secondo la quale è possibile distinguere quattro diversi stadi. Al primo e se-
condo stadio, la massa è limitata alla ghiandola surrenale; le dimensioni del tumore sono 
inferiori ai 5 cm di diametro allo stadio I e superiori a 5 cm allo stadio II. Il terzo stadio è 
caratterizzato da un tumore di dimensioni maggiori, che può, in alcuni casi, invadere i tes-
suti circostanti, mentre al quarto stadio di sviluppo si osservano invasione di organi e lin-
fonodi adiacenti e metastasi in organi e tessuti anche distanti, con una frequenza piuttosto 
elevata nei polmoni e nel fegato (Macfarlane, 1958; Sullivan et al., 1978; Latronico e 
Chrousos, 1997). Le caratteristiche relative a ciascuno stadio tumorale sono riassunte nella 
tabella 1.1. 
 
Stadio T, N, M * Descrizione 
I T1, N0, M0 Tumore <5cm, confinato alla ghiandola surrenale 
II T2, N0, M0 Tumore >5cm, confinato alla ghiandola surrenale 
T1/T2, N1, M0 Tumore confinato alla ghiandola surrenale, con invasione di linfonodi adiacenti 
III 
T3, N0, M0 Tumore esteso oltre la ghiandola surrenale, senza invasio-ne di organi adiacenti 
IV 
T3/T4, N1, M0 
Qualunque T, M1 
Tumore esteso oltre la ghiandola surrenale, con invasione 
di organi adiacenti e linfonodi locali, o tumore a qualun-
que stadio, con presenza di metastasi 
 
Tabella 1.1. Caratteristiche principali di ciascuno stadio del carcinoma corticosurrenalico. Da Latronico e 
Chrousos (1997), modificato. 
* T, tumore; N, linfonodi; M, metastasi. 0, negativo. 
 
In base alla loro capacità di produrre ormoni steroidei, infine, i carcinomi corticosurrena-
lici vengono distinti in non secernenti e secernenti. I tumori definiti “non secernenti” sono 
neoplasie con una attività secretoria, di precursori e/o di ormoni, incapace di generare una 
sindrome clinica manifesta e sono spesso difficili da individuare dal punto di vista clinico, 
in quanto ad essi sono associati sintomi generici, quali dolore addominale, perdita di peso e 
la presenza di una massa addominale palpabile. Il quadro clinico dei pazienti affetti da un 
carcinoma secernente è invece caratterizzato dall’insorgenza di alterazioni metaboliche de-
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terminate da una eccessiva produzione ormonale. Le sindromi indotte da un carcinoma se-
cernente sono la sindrome di Cushing, dovuta ad un eccesso di glucocorticoidi, la sindrome 
virilizzante, associata all’eccesso di androgeni, la sindrome da femminilizzazione, nel caso 
di tumori estrogeno-secernenti, la sindrome di Conn, relativa all’eccesso di mineralcorti-
coidi, e quadri clinici misti di ipercortisolismo associato a virilizzazione (Latronico e 
Chrousos, 1997; Wajchenberg et al., 2000; Allolio e Fassnacht, 2006). 
Le principali patologie associate all’iper-secrezione di ormoni da parte di un tumore cor-
ticosurrenalico sono schematizzate nella figura 1.1. 
 
 
 
Fig. 1.1. Schema riassuntivo delle tappe per la biosintesi degli ormoni corticosurrenalici a partire dal coleste-
rolo. Nella figura sono indicati gli ormoni maggiormente iper-secreti nei tumori secernenti e le sindromi me-
taboliche ad essi associate. 
3β-HDS, 3β-idrossisteroidodeidrogenasi; 17β-HDS, 17β-idrossisteroidodeidrogenasi; P450scc, P450 side 
chain cleavage. 
 
Sulla base delle caratteristiche funzionali del tumore, oltre alle due forme principali, ne 
esiste una terza, definita “pre-tossica”, ovvero incapace di indurre una sindrome obiettiva-
mente manifesta, ma con una attività enzimatica biochimicamente rilevabile, in grado di 
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determinare delle modificazioni metaboliche significative, definite come condizione su-
bclinica, o preclinica (Latronico e Chrousos, 1997). Il quadro clinico del paziente, in ogni 
caso, può subire cambiamenti nel corso del tempo, in relazione alla progressione del tumo-
re. 
 
1.2.2. Diagnosi 
Il carcinoma corticosurrenalico viene spesso diagnosticato incidentalmente, infatti, so-
prattutto nei casi di tumori non secernenti, il quadro clinico dei pazienti non è sempre ri-
conducibile ad un tumore del surrene. Il sospetto di un carcinoma deve tener conto di una 
serie di parametri clinici, biochimici e radiologici e deve essere infine confermato da anali-
si di citopatologia (Schteingart et al., 2005). 
L’analisi del profilo biochimico ed ormonale del tumore viene normalmente eseguito per 
determinare se esso sia secernente o meno e per valutare la severità dei sintomi ad esso as-
sociati. Nel caso dei tumori secernenti, il tipo e la quantità degli ormoni prodotti può forni-
re delle indicazioni relative al potenziale maligno della massa e di conseguenza influenzare 
il tipo di terapia da applicare. Il monitoraggio nel tempo di questi parametri, inoltre, con-
sente di valutare l’efficacia della terapia scelta (Allolio e Fassnacht, 2006). 
La diagnosi clinica delle sindromi endocrine indotte da un carcinoma corticosurrenalico 
viene effettuata mediante la misurazione degli steroidi plasmatici ed urinari, che risultano 
aumentati nel caso dei tumori secernenti. I tumori non secernenti, invece, sono caratteriz-
zati dalla presenza di precursori inattivi degli ormoni steroidei nel plasma. Generalmente, 
l’aumento dei livelli di DHEA-S è considerato un indicatore di malignità della massa. 
L’iperglicemia viene riscontrata nel 15% circa dei pazienti con sindrome di Cushing, men-
tre l’ipokalemia è frequente nelle sindromi dovute ad un eccesso dell’ormone adrenocorti-
cotropo (ACTH) (Latronico e Chrousos, 1997; Wajchenberg et al., 2000). 
La diagnostica per immagini rappresenta un procedimento fondamentale per 
l’identificazione di un carcinoma corticosurrenalico. Essa deve essere comunque associata 
alle indagini ormonali, in quanto da sola non è in grado di distinguere tra carcinomi e feo-
cromocitomi (Allolio e Fassnacht, 2006). 
L’identificazione della massa tumorale viene normalmente effettuata mediante tomogra-
fia computerizzata (TC) e/o risonanza magnetica nucleare (RMN), che consentono di rile-
vare noduli di grandezza molto ridotta, fino a 3-5 mm. La tomografia computerizzata for-
nisce informazioni relative alle dimensioni del tumore e consente di valutare la presenza di 
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calcificazione e di aree necrotiche; essa permette inoltre di determinare il livello di inva-
sione locale. La risonanza magnetica nucleare, invece, consente di valutare l’invasione nei 
vasi sanguigni e risulta più accurata nel discriminare il carcinoma corticosurrenalico dal 
feocromocitoma. La RMN e la TC sono spesso associate a tecniche quali l’arteriografia e 
la venografia della vena cava, che permettono di studiare il grado di vascolarizzazione del 
tumore (Latronico e Chrousos, 1997). 
Altre tecniche di diagnostica per immagini, quali l’ultrasonografia e la scintigrafia surre-
nale, hanno un’accuratezza limitata e per questo motivo non sono comunemente utilizzate, 
mentre recentemente è sempre più diffuso l’utilizzo della tomografia ad emissione di posi-
troni con 18F-fluorodeossiglucosio (FDG-PET) o con 11C-metomidato per distinguere le 
masse benigne da quelle maligne (Libè et al., 2007; Patalano et al., 2009). 
La biopsia con ago aspirato rappresenta un ausilio importante nella diagnostica differen-
ziale del carcinoma corticosurrenalico primitivo con le metastasi da neoplasie di altri orga-
ni. L’esecuzione della biopsia viene solitamente praticata con l’ausilio della tomografia 
computerizzata, ma generalmente essa è sconsigliata nel caso del sospetto di un tumore 
primitivo, a causa dell’elevato rischio di rottura della capsula tumorale, con conseguente 
diffusione del tumore nei tessuti circostanti. Attualmente, la sua indicazione è pertanto 
confinata alla diagnosi delle metastasi surrenaliche (Schteingart et al., 2005). 
L’analisi istologica del tumore risulta notevolmente complessa, a causa della eterogeneità 
anatomo-patologica del carcinoma corticosurrenalico e della conseguente difficoltà 
nell’individuazione di parametri istologici univoci. Attualmente, il sistema di classificazio-
ne maggiormente utilizzato è quello proposto da Weiss, che si basa sulla valutazione di 
nove criteri, a cui fa riferimento un punteggio, dalla cui sommatoria si stima il grado di 
malignità della neoplasia. Questi criteri sono rappresentati da: un alto grado nucleare, un 
elevato tasso di mitosi, presenza di figure mitotiche atipiche, presenza di eosinofilia cito-
plasmatica, architettura diffusa, presenza di necrosi, invasione delle strutture venose, inva-
sione delle strutture sinusoidali e invasione della capsula (Weiss, 1984). In genere, i tumori 
che presentano almeno quattro di queste caratteristiche vengono classificati come carcino-
mi, mentre quelli con un punteggio inferiore a 3 sono considerati adenomi (Wajchenberg et 
al., 2000), tuttavia la validità di questa valutazione è stata messa in discussione poiché, in 
alcuni casi, tumori cui era stato assegnato un punteggio pari a 3, e quindi considerati mali-
gni, si sono successivamente rivelati benigni e, sebbene più raramente, tumori con un indi-
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ce di Weiss pari a 2 sono risultati in grado di produrre metastasi (Libè et al., 2007; Patala-
no et al., 2009). 
Ulteriori informazioni sul grado di malignità del tumore possono essere acquisite grazie 
alla diagnosi con l’immunoistochimica. In particolare, il valore di positività del marcatore 
Ki67 permette di discriminare tra tumori benigni e maligni. Altri marcatori, quali il D11, 
l’inibina α, melan-A e la cromogranina A sono invece utili per stabilire l’origine surrenali-
ca del tumore. Recentemente, inoltre, sono stati proposti nuovi indicatori di malignità per 
le neoplasie surrenali, in particolare l’over-espressione di IGF-II, della ciclina E, di SF-1 e 
delle forme mutate dell’onco-soppressore p53 (Wajchenberg et al., 2000; Allolio e Fas-
snacht, 2006; Sbiera et al., 2010). 
 
1.2.3. Prognosi 
La prognosi associata al carcinoma corticosurrenalico è altamente variabile, ma general-
mente infausta, infatti la sopravvivenza media non supera i 5 anni dal momento della dia-
gnosi (Assié et al., 2007). Essa è strettamente correlata con lo stadio di differenziamento 
del tumore, la precocità della diagnosi e la presenza di metastasi alla diagnosi, la cui fre-
quenza è variabile dal 30% all’85% dei casi (Stojadinovic et al., 2002). L’insorgenza di 
metastasi è comune soprattutto nei carcinomi al IV stadio. Gli organi maggiormente colpiti 
sono fegato, polmoni, ossa, linfonodi locali, peritoneo, intestino, nonché altri meno comu-
ni, quali cute e mucose. È piuttosto frequente, inoltre, lo sviluppo di metastasi nella ghian-
dola surrenale controlaterale al tumore primario (Wajchenberg et al., 2000; Satter e Barnet-
te, 2008). 
La sopravvivenza media a 5 anni dalla diagnosi è pari a circa il 60% dei pazienti che pre-
sentano un tumore al I e al II stadio, mentre i tassi di sopravvivenza si riducono al 24% per 
quelli al III stadio. Nel caso dei tumori al IV stadio, la presenza di metastasi diffuse deter-
mina un’aspettativa di vita generalmente inferiore ai 12 mesi. In quest’ultimo caso, inoltre, 
accade frequentemente che il tumore raggiunga dimensioni e caratteristiche tali per cui 
l’intervento non sia più consigliabile (Patalano et al., 2009; Polat et al., 2009). 
Alcune caratteristiche, quali l’età del paziente, possono influenzare positivamente la pro-
gnosi, infatti i pazienti più giovani mostrano in genere tassi di sopravvivenza maggiori. Al 
contrario, la presenza di masse di dimensioni elevate, l’iperproduzione di alcuni ormoni, in 
particolare il cortisolo, e la presenza di alcune caratteristiche citologiche, quali figure mito-
tiche alterate e necrosi, sono comunemente associati ad una diminuzione delle aspettative 
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di vita (Abiven et al., 2006; Allolio e Fassnacht, 2006). I principali fattori prognostici iden-
tificati per il carcinoma corticosurrenalico sono riassunti nella tabella 1.2. 
 
Fattori prognostici nel carcinoma corticosurrenalico 
Stadio del tumore 
Dimensioni della massa 
Parametri istologici (indice di Weiss) 
Biologia del tumore (IGF-II, locus 17p13, ciclina E, Ki67, ecc.) 
Rimozione completa o incompleta 
Età alla diagnosi 
Funzionalità del tumore (secernente o non) 
Numero di figure mitotiche 
Attività proliferativa del tumore 
 
Tabella 1.2. Principali fattori prognostici identificati per il carcinoma corticosurrenalico. Da Patalano et al. 
(2009), modificato. 
 
Le caratteristiche molecolari ed il profilo genetico della neoplasia rappresentano un po-
tenziale strumento per la diagnosi precoce e garantirebbero una maggiore efficacia del trat-
tamento, che dipende in larga misura dal livello di differenziamento del tumore (Libè et 
al., 2007). Il costante monitoraggio dei pazienti, inoltre, è estremamente importante, data la 
spiccata tendenza di questo tipo di tumore a ripresentarsi o dare origine a metastasi, anche 
in seguito ad un intervento chirurgico. Il follow up prevede la misurazione dei marker or-
monali in associazione alle metodiche di diagnostica per immagini, generalmente ogni 3 
mesi (Allolio e Fassnacht, 2006). 
 
1.3. Terapia del carcinoma corticosurrenalico 
1.3.1. Terapia chirurgica 
Il trattamento di scelta del carcinoma corticosurrenalico è rappresentato dalla rimozione 
chirurgica della massa. L’intervento chirurgico è particolarmente consigliato nei casi di 
carcinoma al primo, secondo e terzo stadio, e nei pazienti in età pediatrica. Per i carcinomi 
al quarto stadio, la rimozione del tumore è poco opportuna. In questo caso, essa ha lo sco-
po palliativo ridurre l’eccessiva secrezione ormonale e le sindromi derivanti dalla com-
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pressione meccanica della neoplasia. L’asportazione delle metastasi, inoltre, sembra favori-
re la prognosi quando esse sono presenti in numero limitato (Patalano et al., 2009). 
La rimozione chirurgica del tumore primario viene generalmente attuata mediante chi-
rurgia a cielo aperto o chirurgia laparoscopica. Quest’ultima è stata a lungo consigliata nei 
casi di lesioni di minori dimensioni, che non presentassero invasione dei tessuti adiacenti 
(Wajchenberg et al., 2000; Schteingart et al., 2005), tuttavia recenti studi hanno dimostrato 
che i pazienti sottoposti a surrenectomia laparoscopica sono soggetti ad un aumentato ri-
schio di recidive locali e di carcinomatosi peritoneale come conseguenza della rottura della 
capsula tumorale, che rappresenta un evento piuttosto frequente durante questo tipo di in-
tervento (Maluf et al., 2011). Poiché la remissione a lungo termine del tumore sembra es-
sere strettamente correlata con la completa rimozione della massa, la chirurgia a cielo aper-
to è pertanto attualmente consigliata quando le dimensioni del tumore superano i 10 cm e 
in tutti i casi dove vi sia un sospetto di malignità (Patalano et al., 2009). 
La rimozione delle metastasi viene generalmente effettuata mediante intervento chirurgi-
co, quando il loro numero e dimensioni sono limitati. In alternativa, possono essere adotta-
te terapie come la chemioembolizzazione e la termo-ablazione con radiofrequenza per me-
tastasi del fegato, dei polmoni e dei reni che abbiano un diametro inferiore ai 4-5 cm (Libè 
et al., 2007; Patalano et al., 2009). 
 
1.3.2. Radioterapia 
L’effetto della radioterapia nell’ambito del carcinoma corticosurrenalico è oggetto di di-
battito da anni. Per molto tempo, infatti, questa neoplasia è stata considerata radio-
resistente e diversi studi hanno evidenziato scarsi risultati in pazienti sottoposti a radiotera-
pia dopo rimozione chirurgica del tumore (Wajchenberg et al., 2000; Libè et al., 2007). Al-
tri autori, invece, hanno riportato una risposta positiva a questo tipo di trattamento nel 42% 
circa dei casi valutati (Allolio e Fassnacht, 2006). 
Alcuni studi hanno dimostrato che l’uso della radioterapia come trattamento adiuvante 
riduce in maniera significativa la percentuale di recidive dopo surrenectomia, evidenzian-
done pertanto un potenziale terapeutico significativo. In particolare, in uno studio del 2006 
si è osservato che in pazienti sottoposti a terapia con radiazioni ionizzanti alla dose di 45-
55 Gy per 5 settimane dopo l’intervento chirurgico, la probabilità di riduzione di recidiva 
della malattia era significativamente maggiore rispetto ai pazienti che non aveva usufruito 
della radioterapia (79% vs 12%) (Fassnacht et al., 2006). 
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L’uso della radioterapia è stato preso in considerazione anche come trattamento palliati-
vo nei casi di metastasi ossee associate al carcinoma corticosurrenalico. Nonostante le ca-
sistiche esistenti siano piuttosto esigue ed alcuni parametri non vengano monitorati rego-
larmente, l’efficacia delle radiazioni ionizzanti nel ridurre l’entità delle metastasi e dei sin-
tomi ad esse associati è stata comunque dimostrata del 54% dei casi (Polat et al., 2009). 
I dati esistenti in letteratura relativamente all’efficacia della radioterapia nel carcinoma 
corticosurrenalico indicano che l’utilizzo di tale trattamento debba essere preso in conside-
razione solo dopo aver attentamente valutato il quadro clinico del singolo paziente. In par-
ticolare, l’uso della radioterapia è consigliato per i pazienti in cui, a seguito dell’intervanto 
chirurgico, siano evidenziabili microscopici residui tumorali (R1), mentre per coloro che 
presentano una massa tumorale residua di dimensioni macroscopiche (R2) è consigliabile 
in prima istanza un secondo intervento di rimozione. La radioterapia è consigliabile anche 
nei casi in cui le dimensioni residue del tumore non sono note (RX) o quando il rischio di 
recidive è molto elevato. Infine, possono beneficiare della radioterapia come trattamento 
adiuvante anche pazienti con malattia avanzata e invasione degli organi vicini e pazienti 
con tumore al terzo stadio che presentano invasione dei linfonodi adiacenti, ma non a di-
stanza (Polat et al., 2009). 
Per quanto riguarda l’uso della radioterapia a seguito di un intervento chirurgico con ri-
mozione completa (R0), non esistono delle linee guida generalizzate, tuttavia di norma 
questo trattamento è sconsigliato quando le dimensioni del tumore sono inferiore a 8 cm, 
mentre per tumori con dimensioni maggiori, che presentano invasione del circolo sangui-
gno (V1) e una percentuale di positività al Ki67 maggiore del 10%, la radioterapia è spesso 
consigliabile (tabella 1.3) (Polat et al., 2009). 
 
Stadio T, N, M * R0 R1 RX R2 
T1/T2 ° ++ ++ +, # 
I, II 
T1/T2, N1 +, ° ++ ++ +, # 
III T3/T4, N0/N1 + ++ ++ +, # 
IV TI/T4, N0/N1, M1 – – – – 
 
Tabella 1.3. Indicazioni per la radioterapia post-operatoria. Da Polat et al. (2009), modificato. 
* T, tumore; N, linfonodi; M, metastasi. 0, negativo. 
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++: elevata probabilità di effetti positivi dopo radioterapia; +: possibili effetti positivi; -: radioterapia sconsi-
gliata; °: decisione da individualizzare; #: secondo intervento consigliato. 
 
In base alle esperienze cliniche valutate, il protocollo terapeutico basato sull’uso di ra-
diazioni ionizzanti prevede la valutazione delle caratteristiche individuali di ciascun pa-
ziente. Il trattamento comunque dovrebbe essere iniziato il prima possibile, entro tre mesi 
dall’intervento chirurgico. Al momento, tuttavia, non vi è ancora accordo sulle dosi da uti-
lizzare, infatti nei diversi studi condotti finora, la più alta dose riportata è di 60 Gy (Mar-
koe et al., 1991), sebbene altri autori raccomandino di applicare dosi più basse, comprese 
tra 20 e 55 Gy, per un periodo che va dalle 5 alle 6 settimane (Polat et al., 2009) 
L’uso della radioterapia in associazione con agenti chemioterapici, quali il mitotano, è at-
tualmente oggetto di interesse. Alcuni in studi riportano infatti l’efficacia del trattamento 
combinato mitotano/radiazioni ionizzanti nell’inibire la proliferazione di linee cellulari de-
rivanti da carcinoma corticosurrenalico (Cerquetti et al., 2008; Maluf et al., 2011). Nono-
stante uno studio del 2010, condotto su un gruppo di pazienti trattati con mitotano dopo in-
tervento chirurgico, non abbia evidenziato differenze significative tra i pazienti che erano 
stati concomitantemente sottoposti a radioterapia e quelli che non avevano usufruito di 
questo trattamento, altri autori sostengono invece un possibile effetto positivo della radio-
terapia combinata ad agenti citotossici (Hermsen et al., 2010; Sabolch et al., 2010). 
 
1.3.3. Terapia farmacologica e chemioterapia 
La terapia farmacologica o con agenti chemioterapici viene generalmente attuata quando 
la completa rimozione del tumore non è possibile e nei casi di recidive. Il trattamento far-
macologico raccomandato prevede l’utilizzo di un farmaco con azione specifica per le cel-
lule del surrene, il mitotano (orto, para-diclorodifenildicloroetano, o o,p’-DDD). Esso è un 
composto analogo del DDT che determina un effetto citotossico diretto e specifico, deter-
minando la degenerazione localizzata delle zone fascicolata e reticolare (Allolio e Fas-
snacht, 2006). 
Il mitotano esercita un potente effetto adrenolitico e riduce la sintesi degli ormoni steroi-
dei, inibendo gli enzimi della steroidogenesi, come l’11-idrossilasi e il p450scc, che taglia 
la catena laterale del colesterolo (Maluf et al., 2011). Tali effetti possono rivelarsi positivi 
nei pazienti in cui il tumore determina un’iper-secrezione ormonale, tuttavia rendono ne-
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cessaria la somministrazione di ormoni, in particolare glucocorticoidi, nei pazienti con car-
cinomi non secernenti (Hahner e Fassnacht, 2005; Libè et al., 2007). 
Oltre all’effetto adrenolitico, il mitotano ha diversi effetti collaterali che si manifestano 
principalmente a carico del sistema gastrointestinale e del sistema nervoso centrale, ma an-
che sul fegato, dove si evidenzia un aumento dei livelli delle transaminasi che comunque 
non rende necessario, nella maggior parte dei casi, la sospensione del trattamento (Allolio 
et al., 2004). Nonostante i potenti effetti collaterali osservati, in diversi studi è stato dimo-
strato che il trattamento con mitotano comporta una riduzione della neoplasia nel 25% cir-
ca dei casi (Allolio e Fassnacht, 2006; Libè et al., 2007). 
L’elevata probabilità di recidive a seguito dell’asportazione chirurgica del carcinoma 
corticosurrenalico ha suggerito inoltre la possibilità di somministrare il mitotano come te-
rapia adiuvante. In uno studio retrospettivo, alcuni autori hanno dimostrato un prolunga-
mento significativo della vita nei pazienti trattati con mitotano dopo surrenectomia rispetto 
a gruppi di controllo, suggerendo una concreta validità di questo regime terapeutico (Ter-
zolo et al., 2007). 
Nonostante il mitotano rappresenti attualmente il farmaco di elezione nel trattamento del 
carcinoma corticosurrenalico, l’entità degli effetti collaterali ad esso associati e la sua inef-
ficacia in molti casi continuano ad essere motivo di dibattito sulla validità del suo utilizzo 
(Barzon et al., 1999; Bertherat et al., 2007; Grubbs et al., 2010). 
Sebbene il meccanismo d’azione del mitotano non sia stato ancora completamente chiari-
to, l’esito della terapia sembra essere correlato alla capacità del tessuto neoplastico di atti-
vare il farmaco, infatti l’azione del mitotano implica la sua trasformazione in un composto 
reattivo e il legame con delle macromolecole presenti a livello cellulare. I tumori che sono 
in grado di metabolizzare l’o,p’-DDD, perciò, risponderebbero al trattamento, al contrario 
di quelli che non possiedono questa capacità (Hahner e Fassnacht, 2005; Schteingart, 
2007). 
Il mitotano viene spesso utilizzato anche in combinazione con altri agenti chemioterapici, 
per potenziarne l’effetto. L’efficacia della chemioterapia nel trattamento del carcinoma 
corticosurrenalico è piuttosto ridotta e il suo utilizzo è limitato a pazienti con malattia loca-
le avanzata o metastatica non trattabili con la terapia chirurgica. Il fallimento della chemio-
terapia sembra essere determinato dalla forte espressione del gene per la resistenza multi-
pla ai farmaci (MDR1) nel carcinoma corticosurrenalico, il quale comporta la comparsa di 
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elevati livelli di glicoproteina P (Pgp), che agisce come una pompa di efflusso del farmaco 
adottato (Allolio et al., 2004). 
Alcuni studi in vitro hanno dimostrato che il mitotano è in grado di contrastare la farma-
co-resistenza indotta dalla glicoproteina P, pertanto sono stati studiati diversi protocolli te-
rapeutici basati sull’utilizzo di diversi chemioterapici in associazione con l’o,p’-DDD (Ba-
tes et al., 1991; Allolio e Fassnacht, 2006). Sulla base di questi dati è stata riportata una ri-
duzione della neoplasia nel 25% dei casi co-trattati con mitotano. 
Tra i vari chemioterapici testati, quello maggiormente utilizzato è il cisplatino, che viene 
somministrato da solo o in concomitanza con altri composti, quali doxorubicina, ciclofo-
sfammide, etoposide e 5-fluorouracile. Il regime terapeutico EDP (etoposide, doxorubicina 
e cisplatino), in concomitanza con il mitotano, sembra essere altamente efficace 
nell’indurre una regressione tumorale e nel favorire la possibilità di un successivo interven-
to chirurgico. Gli effetti collaterali del trattamento sembrano inoltre essere piuttosto conte-
nuti (Berruti et al., 2005). 
Attualmente esistono svariati protocolli terapeutici, che prevedono la somministrazione 
di vari agenti chemioterapici in combinazione tra loro, come ciclofosfammide, doxorubici-
na e cisplatino; 5-fluorouracile, doxorubicina e cisplatino (Schlumberger et al., 1988); vin-
cristina, cisplatino, teniposide e ciclofosfammide (Khan et al., 2004); paclitaxel, ifosfam-
mide e cisplatino (regime TIP) (Imataki et al., 2006), streptozotocina e mitotano (Khan et 
al., 2000), e molti altri. L’efficacia dei diversi trattamenti è altamente variabile e non sem-
pre ben documentata, tuttavia alcuni di questi protocolli terapeutici sono attualmente utiliz-
zati in trial clinici per il trattamento del carcinoma corticosurrenalico avanzato (Maluf et 
al., 2011). Secondo la Ann Arbor International Consensus Conference, infatti, combina-
zioni di etoposide, doxorubicina, cisplatino e mitotano, o di streptozotocina e mitotano, 
rappresentano attualmente i trattamenti più largamente utilizzati (Schteingart et al., 2005). 
In alternativa a questi farmaci, sono stati condotti numerosi studi per cercare di indivi-
duare nuove sostanze efficaci per la cura delle neoplasie corticosurrenaliche, in grado di 
ridurre gli effetti collaterali spesso associati con la somministrazione dei chemioterapici 
convenzionali. In uno studio del 1991, l’effetto della suramina, un inibitore dei fattori di 
crescita tumorali, è stato testato su colture primarie di cellule della corticale del surrene, 
con risultati positivi, tuttavia studi effettuati su pazienti hanno dimostrato che la risposta al 
trattamento è transiente e gli effetti collaterali sono anche in questo caso estremamente 
gravi (Dorfinger et al., 1991; Arlt et al., 1994). 
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Al contrario, il trattamento con Gossipol, un polifenolo di origine vegetale, sembra indur-
re degli effetti terapeutici simili a quelli di altri chemioterapici, tuttavia gli effetti collatera-
li associati sono generalmente scarsi e reversibili. Inoltre, in alcuni studi è stata dimostrata 
un’efficacia del trattamento in circa il 17-19% dei casi (Flack et al., 1993; Allolio et al., 
2004). 
 
1.3.4. Tiazolidinedioni 
I tiazolidinedioni, o glitazoni, rappresentano una classe di farmaci comunemente utilizza-
ti per la cura del diabete mellito di tipo 2, grazie alla loro capacità di ridurre l’iperglicemia 
e l’iper-insulinemia associate all’insulino-resistenza. I principali tiazolidinedioni conosciuti 
sono il troglitazone, il rosiglitazone e il pioglitazone. Essi differiscono nelle catene laterali, 
tuttavia sono tutti in grado di legare i recettori nucleari appartenenti alla famiglia dei 
PPARs (Peroxisome Proliferator-Activated Receptors), in particolare PPARγ (Willson et 
al., 1996; Olefsky, 2000; Lebovitz e Banerji, 2001). 
Il legame dei tiazolidinedioni con PPARγ, che normalmente si trova nel citoplasma in 
forma inattiva, determina l’attivazione del recettore, consentendogli di formare un etero-
dimero con il recettore del retinoide X (RXR). Questo eterodimero è quindi in grado di tra-
slocare del nucleo e di legarsi a specifiche sequenze del DNA, dette PPREs (Peroxisome 
Proliferator hormone Responsive Elements), determinando l’attivazione o l’inibizione tra-
scrizionale di geni coinvolti, ad esempio, nel differenziamento e nella proliferazione cellu-
lare, nella risposta infiammatoria e nel metabolismo dei lipidi (figura 1.2) (Lebovitz e Ba-
nerji, 2001). 
 
 
 
Figura 1.2. Schema del meccanismo d’azione di PPAR-. Il recettore si trova normalmente nel citoplasma 
legato a delle proteine di co-repressione; una volta attivato dal legame con i propri ligandi, esso eterodime-
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rizza con il recettore del retinoide X. Il complesso PPAR-γ/RXR trasloca quindi nel nucleo, dove riconosce e 
si lega ad una sequenza PPRE (AGGTCA N AGGTCA), attivando o inibendo la trascrizione genica. 
PPAR-γ, Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-γ; RXR, Recettore del Retinoide X; PPRE, Peroxisome 
Proliferator hormone Responsive Elements; TZD, tiazolidinedioni; 9cRA, acido 9-cis-retinoico. 
 
Gli effetti dei tiazolidinedioni variano a seconda del tessuto considerato, tuttavia il prin-
cipale effetto della loro somministrazione è l’aumento della sensibilità cellulare 
all’insulina, che risulta fondamentale per contrastare i disturbi associati alla sindrome me-
tabolica (Olefsky, 2000; Lebovitz e Banerji, 2001). A livello del tessuto nervoso, i tiazoli-
dinedioni sembrerebbero in grado di ridurre la predisposizione all’insorgenza di malattie 
neurodegenerative indotta da una riduzione della sensibilità delle cellule neuronali 
all’insulina (Watson e Craft, 2003; Jiang et al., 2008). Inoltre, agendo a livello dei recettori 
PPAR, essi sono in grado di esercitare un potente effetto anti-infiammatorio, determinando 
l’inibizione di fattori quali l’Activator Protein 1 (AP-1) e il Nuclear Factor κB (NFκB) 
(Delerive et al., 2001). 
Negli ultimi anni, diversi studi hanno dimostrato l’esistenza di una correlazione tra 
l’iper-insulinemia ed un maggiore rischio di sviluppare diversi tipi di tumore (Fair et al., 
2007; Belfiore et al., 2009). La capacità dei tiazolidinedioni di aumentare l’assorbimento 
di insulina a livello cellulare sembrerebbe quindi correlata con un loro potenziale utilizzo 
come farmaci anti-tumorali (Belfiore et al., 2009). 
Precedenti studi hanno in effetti dimostrato che alcuni membri della classe dei tiazolidi-
nedioni possiedono un’attività antiproliferativa diretta contro diverse linee cellulari di can-
cro (Kubota et al., 1998; Heaney et al., 2003; Ferruzzi et al., 2005; Lu et al., 2005; Co-
pland et al., 2006; Han e Roman, 2006; Weng et al., 2006; Lin et al., 2007). L’inibizione 
della crescita è in genere legata ad un aumento nell’espressione di geni quali CDKN1A e 
CDKN1B , che codificano per gli inibitori delle chinasi ciclina-dipendenti p21 e p27, e ad 
una diminuzione dei livelli delle cicline D1 ed E, che comporta un arresto del ciclo cellula-
re in fase G1 e, in molti casi, morte cellulare per apoptosi. Poiché questo fenomeno sembra 
interessare solamente le cellule tumorali, e non quelle normali, diversi autori hanno ipotiz-
zato un possibile utilizzo dei tiazolidinedioni come farmaci chemioterapici (Harris e 
Phipps, 2002; Lu et al., 2005; Weng et al., 2006). 
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Rosiglitazone 
Il rosiglitazone (5-((4-(2-(metil-piramidilammino)etossi)fenil)metil)-2,4-tiazolidinedio-
ne) è il membro della classe dei tiazolidinedioni che possiede la maggiore affinità di lega-
me per PPARγ (Lehmann et al., 1995; Willson et al., 1996). Rispetto agli altri glitazoni, 
esso manifesta un’azione più specifica ed è stato per questo utilizzato come farmaco prefe-
renziale nella terapia di diverse patologie (Lebovitz e Banerji, 2001). 
L’effetto del rosiglitazone nell’inibizione della proliferazione cellulare è stato dimostrato 
in diversi modelli di tumore in vitro ed in vivo (Kubota et al., 1998; Heaney et al., 2003; 
Pérez-Ortiz et al., 2004; Lu et al., 2005; Han e Roman, 2006). Molti studi spiegano questo 
effetto ipotizzando un coinvolgimento delle vie di trasduzione del segnale PPARγ-mediate, 
tuttavia esistono delle evidenze sperimentali che dimostrano il coinvolgimento di altre vie, 
indipendenti dall’attivazione di questo recettore (Pérez-Ortiz et al., 2004; Han e Roman, 
2006). 
Nel caso del carcinoma corticosurrenalico, poiché le terapie finora esistenti hanno dimo-
strato una validità limitata nel ridurre l’invasività e la malignità del cancro, la cui aggressi-
vità è estremamente elevata e la cui prognosi è purtroppo molto grave, la possibilità di im-
piegare un farmaco quale il rosiglitazone nella cura del tumore potrebbe rappresentare una 
prospettiva molto interessante. Attualmente esistono pochissimi studi relativi agli effetti 
del rosiglitazone sul carcinoma del surrene, tuttavia sembra che il farmaco sia in grado di 
inibire la crescita delle cellule tumorali delle linee H295R e SW-13 (Betz et al., 2005; Fer-
ruzzi et al., 2005; Cantini et al., 2008). 
I meccanismi molecolari alla base di questo effetto non sono chiari e il coinvolgimento di 
PPAR è stato messo in discussione (Ferruzzi et al., 2005), inoltre esiste la possibilità che 
le due vie, PPAR-dipendente e PPAR-indipendente, agiscano sinergisticamente per inibi-
re la proliferazione del cancro. 
L’attivazione di PPARγ a seguito del legame con il rosiglitazone, sembrerebbe determi-
nare un aumento dell’espressione di PTEN (Phosphatase and Tensin homologue on chro-
mosome Ten), la cui capacità di riconvertire il fosfatidilinositolo-3,4,5-trifosfato (PIP3) in 
fosfatidilinositolo-4,5-bifosfato (PIP2) impedisce l’attivazione della protein-chinasi B 
(PKB, o Akt) ad opera della fosfoinositolo-3-chinasi di classe I (PI3K-I) (figura 1.3). Akt è 
un fattore anti-apoptotico che stimola la proliferazione cellulare e risulta spesso iper-
attivato nelle cellule tumorali, comprese quelle di carcinoma corticosurrenalico (Fassnacht 
et al., 2005; Han e Roman, 2006; Keshamouni et al., 2007; Barlaskar et al., 2009). 
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L’inibizione di Akt da parte del rosiglitazone comporta arresto della proliferazione cellu-
lare e, in molti casi, morte per apoptosi. Questo meccanismo è stato il primo ad essere de-
scritto, tuttavia diversi studi hanno dimostrato che il rosiglitazone è in grado di inibire la 
crescita tumorale in vitro anche mediante dei meccanismi PPARγ-indipendenti, ad esempio 
attraverso l’attivazione dell’AMP-activated Protein Kinase  (AMPK), l’inibizione della 
p70 ribosomal protein S6 Kinase (p70S6K) o l’inibizione del complesso I della catena re-
spiratoria mitocondriale (figura 1.3) (Brunmair et al., 2004; Han e Roman, 2006; LeBras-
seur et al., 2006). 
 
 
 
Figura 1.3. Schema delle possibili vie di traduzione del segnale stimolate dal rosiglitazone (RGZ). Il mec-
canismo d’azione PPAR-γ dipendente si esplica mediante il legame del rosiglitazone con questo recettore nu-
cleare, che induce l’espressione di PTEN, impedendo l’attivazione di Akt da parte della fosfoinositolo-3-
chinasi di classe I (PI3K-I) e inibendo in questo modo l’attività di mTOR. Attraverso una via indipendente da 
PPAR-γ, invece, il rosiglitazone stimola l’attivazione di AMPK (protein-chinasi attivata dall’AMP), repri-
mendo l’attivazione di mTOR e favorendo l’induzione della morte cellulare per autofagia. 
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A suffragio degli effetti PPARγ-indipendenti del rosiglitazone, alcuni studi condotti su 
linee cellulari prive di questo recettore hanno evidenziato che esse risultano comunque ini-
bite dal trattamento con tiazolidinedioni (Weng et al., 2006), inoltre la somministrazione di 
GW9662 (2-cloro-5-nitrobenzilanilide), un antagonista di PPARγ, non è in grado di sop-
primere l’arresto della proliferazione cellulare indotto dal trattamento con il rosiglitazone 
in modelli cellulari di astrociti e di tumore del polmone (Pérez-Ortiz et al., 2004; Han e 
Roman, 2006). 
Le differenze riscontrate, relative ai meccanismi molecolari che determinano l’arresto 
della crescita nelle cellule trattate con il rosiglitazone, potrebbero essere dovute al fatto che 
cellule derivanti da tessuti diversi rispondono al trattamento con l’attivazione di vie di tra-
sduzione del segnale alternative (Betz et al., 2005; Han e Roman, 2006; Weng et al., 
2006). Lo studio più approfondito dei bersagli molecolari del rosiglitazone e delle modalità 
con cui essi interagiscono tra loro potrebbe essere quindi d’aiuto per stabilire l’effettiva va-
lidità del trattamento con questo farmaco e per determinare quali altri composti possano al-
terarne l’azione. La conferma dell’effetto antitumorale del rosiglitazone sulle cellule del 
carcinoma corticosurrenalico, inoltre, rappresenterebbe un’ottima prospettiva per la cura di 
questa neoplasia.  
 
1.4. Genetica del carcinoma corticosurrenalico 
Attualmente, le conoscenze relative alle alterazioni genetiche coinvolte nella predisposi-
zione al carcinoma corticosurrenalico sono piuttosto scarse, tuttavia sono stati individuati 
alcuni geni apparentemente coinvolti nello sviluppo di questo tumore. Le mutazioni finora 
identificate sono generalmente a carico di geni onco-soppressori, quali TP53, CDKN1C, 
MEN1 e CDKN2A, o di oncogeni, tra cui IGF2, RAS e CTNNB1 (Wajchenberg et al., 2000; 
Latronico et al., 2001; Barlaskar e Hammer, 2007; Libè et al., 2007). 
Alcune patologie ereditarie e sindromi tumorali sono state correlate alla tumorigenesi a-
drenocorticale. Esse comprendono la sindrome di Li-Fraumeni, la sindrome di Beckwith-
Wiedemann, la neoplasia endocrina multipla di tipo 1, il complesso di Carney ed altre pa-
tologie meno note, come la sindrome di McCune-Albright (Barlaskar e Hammer, 2007; Li-
bè et al., 2007; Haase and Willenberg, 2009; Opocher et al., 2009; Soon e Sidhu, 2009). 
Nell’ambito di tali sindromi, i tumori maligni della corticale surrenalica tendono a manife-
starsi prevalentemente in età pediatrica, mentre i tumori associati a mutazioni sporadiche 
sono più frequenti nella popolazione adulta. 
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La tabella 1.4 schematizza le principali patologie correlate con l’insorgenza di tumori del 
surrene e le alterazioni geniche alla loro base. 
 
Sindrome Adenoma o carcinoma 
Alterazioni geni-
che/molecolari Caratteristiche cliniche 
Li-Fraumeni ACC 17q13.1 (TP53) Suscettibilità a diversi tipi di tumore 
Beckwith-Wiedemann ACC 11q15.5 (IGF2, H19, CDKN1C) 
Macroglossia, macrosomia, tumore di 
Wilms, ACC 
Neoplasia endocrina 
multipla di tipo 1 ACA/ACC 11q13 (MEN1) 
Iperparatiroidismo, tumori ipofisari, 
pancreatici e surrenali, feocromocitoma 
Complesso di Carney ACA 
17q23-24 (PRKAR1A) 
2p16 
PPNAD, mixomi, tumori ipofisari e 
testicolari, pigmentazione a chiazze 
Poliposi adenomatosa 
familiare ACA/ACC 5q21-22 (APC) Polipi del colon, carcinoma colorettale 
McCune-Albright ACA 20q13 (GNAS 1) Pubertà precoce, iper-attività endocri-na, displasia fibrosa poliostotica 
 
Tabella 1.4. Caratteristiche molecolari e cliniche delle sindromi genetiche associate con l’insorgenza di tu-
mori della corteccia surrenale. Da Barlaskar e Hammer (2007), modificato. 
ACA, adenoma corticosurrenalico; ACC, carcinoma corticosurrenalico; PPNAD, iperplasia nodulare pigmen-
tata primitiva. 
 
La sindrome di Li-Fraumeni (LFS) è una patologia autosomica dominante caratterizzata 
da una maggiore suscettibilità allo sviluppo di neoplasie, quali tumori della mammella, 
dell’encefalo, del muscolo scheletrico e della corteccia surrenalica, che si manifestano pre-
valentemente in giovane età (Olivier et al., 2003; Opocher et al., 2009). L’associazione tra 
la sindrome di Li-Fraumeni e mutazioni germinali del gene TP53 è stata riscontrata in più 
del 70% delle famiglie colpite da questa malattia; tali mutazioni sono prevalentemente mu-
tazioni missenso localizzate nella regione genica che comprende gli esoni 5-8, che compor-
tano una perdita dell’attività trascrizionale della proteina (Olivier et al., 2003; Libè et al., 
2007; Opocher et al., 2009). 
La sindrome di Beckwith-Wiedemann (BWS) è una malattia genetica rara a trasmissione 
autosomica dominante, dovuta ad alterazioni nella regione cromosomica 11p15.5 e caratte-
rizzata da sintomi quali macroglossia, macrosomia, visceromegalia, difetti della parete ad-
dominale ed una maggiore predisposizione allo sviluppo di neoplasie, in particolare il tu-
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more di Wilms, il neuroblastoma ed il carcinoma corticosurrenalico (Barlaskar e Hammer, 
2007; Haase e Willenberg, 2009). La sindrome di Beckwith-Wiedemann è caratterizzata 
dall’over-espressione del fattore di crescita insulino-simile (IGF-II), a causa di anomalie 
cromosomiche strutturali del cromosoma 11 o, più frequentemente, come conseguenza di 
eventi epigenetici, quali la perdita dell’imprinting o la disomia uniparentale. Tale fenome-
no appare particolarmente importante nell’ambito del carcinoma corticosurrenalico, dove 
IGF-II risulta fortemente over-espresso (Barlaskar e Hammer, 2007; Soon e Sidhu, 2009). 
La neoplasia endocrina multipla di tipo 1 (MEN1) è una patologia autosomica dominante 
associata nel 90% dei casi a mutazioni germinali del gene MEN1 e, più raramente, a muta-
zioni nei geni CDKN2B/p15, CDKN1B/p27, CDKN2C/p18, CDKN1A/p21 (Haase e Wil-
lenberg, 2009). Essa si manifesta principalmente con iperparatiroidismo, tumori pancreati-
co-duodenali e ipofisari, feocromocitoma, carcinoma corticosurrenalico e carcinoma tiroi-
deo (Patalano et al., 2009; Soon e Sidhu, 2009). La presenza di tumori del surrene è gene-
ralmente riscontrata nel 25-40% dei casi di MEN1; la maggior parte di essi è rappresentata 
da adenomi non secernenti associati con mutazioni germinali di MEN1, tuttavia la perdita 
di eterozigosità della regione 11q13, dove è localizzato il gene MEN1, è stata osservata nel 
90% dei carcinomi corticosurrenalici e solo nel 20% degli adenomi. Ciò ha indotto a ipo-
tizzare che nella regione sia presente un altro gene onco-soppressore di natura sconosciuta, 
potenzialmente coinvolto nello sviluppo di tumori maligni (Heppner et al., 1999; Libè et 
al., 2007; Bielinska et al., 2009; Soon e Sidhu, 2009). 
Il complesso di Carney (CNC) è una sindrome ad ereditarietà autosomica dominante ca-
ratterizzata da pigmentazione cutanea a chiazze, iperattività endocrina, mixomi e diversi 
tipi di neoplasie, che comprendono i tumori testicolari, della tiroide e della corteccia del 
surrene. L’esatto meccanismo fisiopatologico di questa malattia deve tuttora essere chiari-
to, tuttavia è nota la sua associazione con mutazioni del gene PRKAR1A, che codifica per 
la subunità regolatrice della proteina chinasi cAMP-dipendente (PKA), e con alterazioni a 
carico del locus cromosomico 2p16 (Latronico e Chrousos, 1997; Patalano et al., 2009; 
Soon e Sidhu, 2009). 
La poliposi adenomatosa familiare (FAP) è una patologia autosomica dominante caratte-
rizzata dalla formazione di una moltitudine di polipi nel colon, che può degenerare 
nell’insorgenza di un carcinoma colorettale. La FAP è determinata da mutazioni nel gene 
APC (Adenomatous Polyposis Coli) o da perdita di eterozigosità nella regione cromosomi-
ca 5q21-q22, dove mappa questo gene. La conseguenza principale della perdita di funzione 
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di APC è l’attivazione della via di trasduzione del segnale mediata da Wnt, con una conse-
guente iper-attivazione della β-catenina ed un aumento nella trascrizione dei geni target di 
quest’ultima (Libè et al., 2007; Haase e Willenberg, 2009; Kim et al., 2009). 
L’associazione tra mutazioni di APC e l’insorgenza di tumori della corteccia surrenalica è 
stata osservata nel 7-13% dei pazienti affetti da FAP (Libè et al., 2007; Haase e Willen-
berg, 2009), inoltre il coinvolgimento della via mediata da Wnt nella tumorigenesi surrena-
lica è supportato dall’osservazione che in molti casi di tumore del surrene, di natura sia be-
nigna che maligna, è riscontrabile un accumulo di β-catenina a livello nucleare, indicativo 
della sua attivazione (Tissier et al., 2005; Libè et al., 2007; Kim et al., 2009; Opocher et 
al., 2009). 
L’attivazione della β-catenina può essere dovuta, oltre a mutazioni nel gene APC, anche 
alla over-espressione di Wnt e alla presenza di mutazioni nel gene GSK3B. La Glycogen 
Synthase Kinase 3-β (GSK3-β) è infatti in grado di promuovere la degradazione proteaso-
mica della β-catenina ed è inoltre implicata nella regolazione del ciclo cellulare; alterazioni 
in questo fattore potrebbero pertanto costituire un elemento predisponente per lo sviluppo 
del tumore (Tissier et al., 2005; Libè et al., 2007). 
La presenza di mutazioni nel gene CTTNB1, che codifica per la β-catenina, è molto co-
mune negli adenomi e nei tumori maligni corticosurrenalici. In particolare, mutazioni nel 
sito di fosforilazione bersaglio della GSK3-β sono responsabili dell’accumulo della β-
catenina. L’attivazione costitutiva di questa proteina sembra essere uno dei fattori principa-
li che conducono all’inizio della carcinogenesi corticosurrenalica e il suo accumulo a livel-
lo nucleare rappresenta un fattore predittivo indicativo di uno stadio tumorale più avanzato 
e di una aspettativa di vita inferiore nei pazienti affetti da carcinoma corticosurrenalico 
(Tissier et al., 2005; Kim et al., 2009; Gaujoux et al., 2011). 
Contrariamente ai tumori correlati con sindromi geneticamente trasmesse, che sono tipici 
dell’infanzia, i carcinomi sporadici si manifestano più frequentemente in età adulta. Le al-
terazioni genetiche alla base dalla tumorigenesi in questo caso sono meno definite, tuttavia 
sono stati individuati alcuni fattori che favoriscono lo sviluppo di tumori con fenotipo più 
aggressivo. Ad oggi, sono state identificate numerose mutazioni che determinano una iper-
attivazione di oncogeni, quali RAS, MYC, BCL2, PRKAR1A e CTNNB1, o l’inattivazione di 
geni onco-soppressori, in particolare TP53, CDKN1C, CDKN2A, RB1 e H19 (Latronico e 
Chrousos, 1997; Libè et al., 2007). 
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L’over-espressione di alcuni fattori di crescita rappresenta un ulteriore elemento che fa-
vorisce la progressione dei tumori maligni che colpiscono la corteccia surrenale. Il più noto 
tra di essi è il fattore di crescita insulino-simile di tipo II (IGF-II), che risulta over-espresso 
in più del 90% dei casi di carcinoma corticosurrenalico, rispetto al tessuto sano ed agli a-
denomi benigni (Gicquel et al., 1997; Latronico e Chrousos, 1997; Libè et al., 2007; Assié 
et al., 2010). Altri fattori, come VEGF, TGF-α (Transforming Growth Factor-α), FGF-2 
(Fibroblast Growth Factor) e TGF-β1 (Transforming Growth Factor-β1) sembrano essere 
implicati nella regolazione della crescita e della funzionalità delle cellule tumorali. Il fatto-
re di crescita dell’endotelio vascolare (VEGF), in particolare, risulta essere fortemente o-
ver-espresso nel carcinoma corticosurrenalico e nei pazienti colpiti da questo tumore, i li-
velli sierici di VEGF sono maggiori rispetti ai soggetti sani; tali livelli tendono inoltre a 
diminuire in maniera significativa dopo la rimozione chirurgica della massa (Libè et al., 
2007). 
Poiché l’over-espressione dei fattori di crescita rappresenta un evento piuttosto comune 
in diversi tipi di tumore, numerosi studi hanno cercato di identificare dei fattori specifici 
per la carcinogenesi corticosurrenalica. Recentemente, è stato dimostrato che il recettore 
dei glucocorticoidi (GR) è fortemente over-espresso nel 78-94% dei tumori maligni della 
corteccia surrenalica, mentre negli adenomi esso è over-espresso solo nel 2-6% dei casi. 
Nonostante non siano state identificate specifiche mutazioni a carico del gene NR3C1, che 
codifica per questo recettore, la valutazione dei suoi livelli di espressione sembra comun-
que rappresentare un utile fattore diagnostico. Inoltre, GR potrebbe rappresentare un im-
portante bersaglio terapeutico, considerata la sua anomala attività trascrizionale nei tumori 
del surrene (Tacon et al., 2009). 
Un ulteriore fattore coinvolto nella tumorigenesi surrenalica è il fattore steroidogenico 1 
(SF-1, Steroidogenic Factor-1). Esso è un recettore nucleare che regola l’espressione di 
molteplici geni coinvolti nello sviluppo surrenale e gonadico, nella steroidogenesi e 
nell’asse riproduttivo. Il gene SF-1 risulta frequentemente amplificato ed over-espresso nei 
carcinomi pediatrici, mentre anomalie cromosomiche nel braccio lungo del cromosoma 9, 
dove mappa questo gene, sono state riscontrate nei tumori maligni degli adulti. È stato i-
noltre dimostrato che pazienti in cui i livelli di espressione di SF-1 risultavano più elevati 
mostravano una prognosi peggiore rispetto a quelli con valori nella norma, suggerendo 
quindi un importante valore predittivo, oltre che diagnostico, per questo fattore nell’ambito 
della carcinogenesi surrenalica (Almeida et al., 2010; Sbiera et al., 2010). 
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Sulla base delle nuove scoperte relative al ruolo prominente svolto dai microRNA nello 
sviluppo e nella progressione dei tumori, recentemente alcuni autori hanno cercato di deli-
neare il pattern di espressione dei microRNA negli adenomi e nei carcinomi corticosurre-
nalici, al fine di approfondire le conoscenze relative alle alterazioni genetiche che condu-
cono allo sviluppo di tumori aggressivi (Singh et al., 2011). Nel corso di tali studi, sono 
stati identificati molti microRNA che risultano espressi differentemente nei carcinomi cor-
ticosurrenalici rispetto ai tumori benigni e al tessuto sano. In particolare, i microRNA miR-
483-3p, miR-483-5p, miR-210, miR-503 e miR-21 sono risultati over-espressi nei carci-
nomi analizzati, mentre miR-195, miR-100, miR-335, miR-675, miR-497 e miR-125b sono 
risultati ipo-espressi (Soon et al., 2009; Özata et al., 2011; Patterson et al., 2011; Schmitz 
et al., 2011; Singh et al., 2011). 
Il preciso ruolo di questi microRNA è in molti casi ancora sconosciuto, tuttavia alcuni di 
essi sembrano possedere un elevato valore diagnostico. In particolare, l’over-espressione di 
miR-483-5p e l’ipo-espressione di miR-335 e miR-675 rappresentano dei parametri effica-
ci per distinguere i tumori maligni dagli adenomi; inoltre la ridotta espressione di miR-195 
e l’over-espressione di miR-503 sembrano essere correlate con una prognosi infausta ed 
una diminuzione della sopravvivenza nei pazienti affetti da ACC (Soon et al., 2009; Özata 
et al., 2011; Patterson et al., 2011; Singh et al., 2011). Poiché miR-483 risulta essere il mi-
croRNA maggiormente over-espresso nel carcinoma corticosurrenalico, numerosi studi si 
sono focalizzati sulla caratterizzazione di questo microRNA. hsa-miR-483 è localizzato 
nella regione cromosomica 11p15.5, nell’esone 2 del gene IGF2. Per questo, esiste una as-
sociazione tra l’over-espressione di miR-483-3p e miR-483-5p e l’aumento dei livelli di 
IGF-II (Veronese et al., 2010; Patterson et al., 2011; Singh et al., 2011). Recentemente, i-
noltre, è stata dimostrata una stretta correlazione tra l’espressione di miR-483 e l’iper-
attivazione della β-catenina (Veronese et al., 2011). 
Lo studio dei microRNA rappresenta un tipo di approccio che mira all’identificazione di 
alterazioni nel pattern di espressione genica, che consentano una migliore caratterizzazione 
dei tumori corticosurrenalici, al fine di favorire una diagnosi precoce e più dettagliata. In 
questo senso, lo studio del trascrittoma ha rappresentato il primo tentativo di distinguere i 
tumori maligni dagli adenomi e, nell’ambito dei carcinomi, di effettuare un’ulteriore sud-
divisione sulla base dell’aggressività del tumore. Gli studi effettuati fino ad ora hanno 
permesso di identificare alcuni geni con un elevato valore predittivo, la cui valutazione ri-
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sulta di grande aiuto per la diagnosi del carcinoma corticosurrenalico e nel determinarne la 
prognosi (Assié et al., 2010). 
In particolare, i geni DLG7 (Discs large homolog 7, drosophila), PINK1 (PTEN induced 
putative kinase) e BUB1B (budding uninhibited by benzimidazoles 1 homolog beta) sem-
brano costituire degli ottimi fattori predittivi. DLG7 è un gene coinvolto nella sopravvi-
venza delle cellule staminali e nella carcinogenesi del fegato e del colon, che risulta over-
espresso nel carcinoma corticosurrenalico, mentre PINK1 codifica per una protein-chinasi 
attivata dall’onco-soppressore PTEN e coinvolta nel mantenimento dell’integrità mitocon-
driale, la cui espressione è ridotta nell’ACC. BUB1B è invece un gene codificante per una 
serin/treonin-chinasi coinvolta nella regolazione del ciclo cellulare. L’analisi dei livelli di 
espressione di questi geni ha consentito di identificare dei marcatori diagnostici e progno-
stici per il carcinoma corticosurrenalico, infatti il rapporto tra l’espressione dei geni DLG7 
e PINK1 consentirebbe di discriminare i tumori maligni dagli adenomi e rappresenta inol-
tre un indicatore della sopravvivenza libera da malattia nei casi di ACC, mentre il rapporto 
tra l’espressione di BUB1B e PINK1 consentirebbe un’importante discriminazione tra tu-
mori con una buona prognosi e tumori con prognosi infausta (de Reyniès et al., 2009; As-
sié et al., 2010). 
I numerosi studi relativi alla genetica del carcinoma corticosurrenalico stanno eviden-
ziando sempre di più l’importanza di una conoscenza approfondita delle alterazioni geni-
che alla base dell’insorgenza e dello sviluppo della malattia. Nonostante manchino tuttora 
delle conoscenze certe e di comprovata validità nella pratica clinica, appare comunque or-
mai accertato che alcuni geni svolgono un ruolo fondamentale nella tumorigenesi cortico-
surrenalica. Tra questi, quelli maggiormente studiati e che sembrano costituire i più impor-
tanti bersagli terapeutici per la cura del carcinoma corticosurrenalico sono indubbiamente 
TP53 e IGF2 (Ragazzon et al., 2011). 
 
1.4.1. TP53 
Il gene TP53 è localizzato sul braccio corto del cromosoma 17, nella regione 17p13.1 e 
codifica per una proteina di 393 amino acidi, coinvolta nella regolazione del ciclo cellula-
re, nel processo di morte programmata per apoptosi e nei meccanismi di riparazione del 
DNA. TP53 è costituito da 11 esoni, di cui il primo non è codificante, e codifica per alme-
no 9 isoforme diverse della proteina, che sono prodotte a seguito di eventi di splicing alter-
nativo dell’introne 2 e/o dell’introne 9, oppure come conseguenza dell’attivazione di un 
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secondo promotore dislocato sull’introne 4 o di un sito di inizio di trascrizione alternativo. 
Tutte le isoforme di p53 sono espresse nei tessuti normali, ma in modo tessuto-specifico, 
indicando che la loro espressione può essere in qualche modo modulata (Römer et al., 
2006; Millau et al., 2009). 
La proteina p53 costituisce un fattore trascrizionale di enorme importanza per il mante-
nimento dell’equilibrio cellulare, la cui funzionalità risulta pertanto compromessa in più 
del 50% dei tumori. Essa presenta una struttura modulare formata da quattro domini fun-
zionali (figura 1.4): un dominio N-terminale, (aa 1-100) che costituisce il dominio di atti-
vazione trascrizionale di p53 e pertanto è sottoposto a continue modificazioni da parte dei 
fattori regolatori; un dominio di legame al DNA, o core (aa 101-300); un dominio di tetra-
merizzazione (aa 326-351) ed un dominio C-terminale (364-393), con funzione regolatoria 
(Millau et al., 2009). 
 
 
 
Figura 1.4. Organizzazione modulare della proteina p53. Il dominio N-terminale interagisce con le compo-
nenti del macchinario di trascrizione e comprende i domini di attivazione AD1 e AD2 e una sequenza ricca di 
proline (PRD). Il dominio centrale è la regione di legame al DNA. La regione C-terminale comprende il do-
minio di tetramerizzazione (TD) e un dominio regolatorio (NRD). Da Millau et al. (2009), modificata. 
NES, sequenza di esporto dal nucleo; NLS, sequenza di localizzazione nucleare. 
 
La maggior parte delle mutazioni del gene TP53 risultano localizzate all’interno della re-
gione che codifica per il dominio di legame al DNA della proteina (esoni 5-8); esse sono 
nell’80% dei casi mutazioni missenso che determinano una perdita di funzione di p53, ma 
in alcuni casi possono insorgere mutazioni gain-of-function o con fenotipo dominante ne-
gativo, che rivestono una importanza fondamentale nella progressione dei tumori aggressi-
vi (Römer et al., 2006; Brosh e Rotter, 2009; Millau et al., 2009). 
p53, infatti, si comporta come onco-soppressore ed è coinvolta nella regolazione di nu-
merosi processi di fondamentale importanza per l’omeostasi cellulare. In particolare, p53 
viene attivata in seguito a diversi tipi di stress e agisce attivando una serie di fattori coin-
volti nei meccanismi di riparazione dei danni al DNA. Quando il danno risulta tale da non 
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poter essere riparato, p53 determina invece l’attivazione di altri fattori, che innescano il 
processo di morte cellulare per apoptosi (figura 1.5). L’espressione e l’attivazione di p53 
sono finemente regolate e in condizioni normali i suoi livelli sono mantenuti bassi attraver-
so un meccanismo di inibizione mediato da MDM2 (Mouse Double Minute 2). Nei tumori, 
tale regolazione viene persa, generalmente a causa di mutazioni del gene TP53 che ne im-
pediscono l’attivazione o come conseguenza di una iper-attivazione di MDM2, e ciò favo-
risce una proliferazione cellulare incontrollata e l’accumulo di mutazioni a carico di vari 
geni (Piette et al., 1997; Römer et al., 2006; Brosh e Rotter, 2009; Millau et al., 2009). 
 
 
Figura 1.5. In risposta ad uno stress cellulare di varia natura, p53 viene attivata e agisce da fattore di trascri-
zione che modula l’espressione di diversi geni effettori coinvolti nelle principali vie di segnalazione cellulari. 
Da Millau et al. (2009), modificata. 
 
Per quanto concerne il carcinoma corticosurrenalico, il ruolo delle mutazioni del gene 
TP53 nel favorire l’insorgenza di questa patologia è stato ampiamente dimostrato 
nell’ambito dello studio dell’associazione tra la sindrome di Li-Fraumeni e lo sviluppo di 
tumori maligni della corteccia surrenale. In particolare, lo sviluppo del carcinoma cortico-
surrenalico sembra essere correlato con la presenza di due specifiche mutazioni di TP53, 
R175H e R337H, nei pazienti affetti dalla sindrome di Li-Fraumeni (Barlaskar e Hammer, 
2007). La mutazione R337H, inoltre, rappresenta un allele a bassa penetranza che contri-
buisce in maniera tessuto-specifica allo sviluppo dell’ACC nei bambini, il cui studio è ri-
sultato di notevole importanza per motivare l’elevata incidenza del carcinoma corticosur-
renalico nella popolazione infantile del Sud Brasile, che risulta di circa 10-15 volte mag-
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giore rispetto al resto del mondo, a causa dell’ampia diffusione di questa mutazione (Ribei-
ro et al., 2000; Ribeiro et al., 2001; Wasserman et al., 2011). 
Le mutazioni germinali del gene TP53 sono frequentemente riscontrate nei tumori pedia-
trici, tuttavia mutazioni somatiche di questo gene sono state identificate nei carcinomi de-
gli adulti con percentuali variabili dal 20% al 70%, a seconda dello studio (Libè et al., 
2007; Patalano et al., 2009; Wasserman et al., 2011). Negli adenomi benigni del surrene, 
invece, difficilmente vengono rilevate mutazioni di TP53, indicando che la perdita di fun-
zione di questo gene rappresenta una caratteristica peculiare dei carcinomi (Reincke et al., 
1994). 
Recentemente, studi basati sull’analisi del trascrittoma hanno evidenziato la possibilità di 
classificare i carcinomi corticosurrenalici in due gruppi, denominati C1A e C1B. I pazienti 
che presentano tumori appartenenti al gruppo C1A mostrano una prognosi peggiore, men-
tre quelli con tumori del gruppo C1B hanno generalmente una prognosi migliore. In questo 
contesto, è stato verificato che mutazioni del gene TP53 si riscontrano esclusivamente nel 
gruppo C1A, con una percentuale pari al 29% dei casi, suggerendo un ruolo attivo delle 
mutazioni somatiche di TP53 nello sviluppo di un carcinoma con fenotipo più aggressivo 
(Assié et al., 2010; Ragazzon et al., 2011). 
Diversi studi hanno inoltre dimostrato che la perdita di eterozigosità (LOH) nel locus 
17p13, dove è localizzato il gene TP53, avviene in circa l’85% dei casi di carcinoma corti-
cosurrenalico, e nello 0% dei casi di adenoma (Barlaskar e Hammer, 2007; Libè et al., 
2007; Patalano et al., 2009). Nella stessa regione cromosomica, inoltre, è localizzato anche 
un altro gene onco-soppressore, Hypermethylated In Cancer-1 (HIC-1), la cui perdita di 
funzione potrebbe rappresentare un ulteriore elemento predisponente per la proliferazione 
tumorale (Libè et al., 2007). 
L’importanza di p53 nell’ambito del carcinoma corticosurrenalico è stata recentemente 
confermata anche dall’osservazione che tra i portatori di mutazioni di TP53, i tumori mali-
gni della corteccia surrenale rappresentano l’11,9% di tutti i tumori, mentre nella popola-
zione generale, l’ACC costituisce una percentuale inferiore all’1% di tutti i tumori diagno-
sticati (Wasserman et al., 2011). Inoltre, alcune caratteristiche tipiche del carcinoma corti-
cosurrenalico, quali l’over-espressione della ciclina E, della β-catenina, di IGF2 e di VEGF 
e l’ipo-espressione di p57 e di p16, sono riconducibili ad una perdita di funzione di p53, 
considerata la sua grande importanza nella regolazione di questi fattori, coinvolti nei pro-
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cessi cellulari di proliferazione, risposta allo stress, riparazione del DNA e morte pro-
grammata (Levine et al., 2006; Minella et al., 2007; Millau et al., 2009). 
L’approfondimento delle conoscenze relative al ruolo di p53 nell’ambito del carcinoma 
corticosurrenalico rappresenta pertanto un importante approccio per lo studio di questa ne-
oplasia e per l’identificazione di nuove terapie che consentano di mantenere un corretto 
funzionamento delle diverse vie di segnalazione intracellulari mediate da questo fattore 
(Wasserman et al., 2011). 
 
1.4.2. IGF2 
Il fattore di crescita insulino-simile, IGF-II, rappresenta il principale marcatore del carci-
noma corticosurrenalico, infatti esso risulta over-espresso in più del 90% dei tumori mali-
gni della corteccia surrenale, ma solo raramente negli adenomi (Gicquel et al., 2001; de 
Reyniès et al., 2009). 
Il gene IGF2 è localizzato sul cromosoma 11, nella regione 11p15, dove mappano anche 
il geni CDKN1C, che codifica per l’inibitore delle chinasi ciclina-dipendente p57, e H19, 
che viene tradotto in un mRNA non codificante in grado di reprimere l’espressione di 
IGF2. CDKN1C e H19 sono sottoposti ad imprinting paterno e la loro espressione è deter-
minata dal solo allele materno, contrariamente a IGF-II, di cui viene espresso il solo allele 
paterno. Alterazioni genetiche o epigenetiche nella regione 11p15, che comportano 
l’aumento dell’espressione di IGF-II, e mutazioni del gene CDKN1C sono associate alla 
sindrome di Beckwith-Wiedemann (Barlaskar e Hammer, 2007; Soon e Sidhu, 2009). 
Nel carcinoma corticosurrenalico, i livelli di espressione di IGF2 risultano essere note-
volmente aumentati e ciò si traduce in un aumento incontrollato della proliferazione cellu-
lare attraverso l’attivazione di una via di trasduzione del segnale mediata da IGF-IR, PI3K, 
Akt e mTOR (Barlaskar et al., 2009; Ragazzon et al., 2011). L’importanza di questa via di 
segnalazione intracellulare nello sviluppo e nella progressione del carcinoma corticosurre-
nalico è stata largamente dimostrata, anche grazie ad alcuni studi in vitro, nei quali è stato 
osservata l’attivazione costitutiva della via di IGF-II ed è stato dimostrato un ruolo auto-
crino di IGF-II nel favorire la proliferazione cellulare nella linea tumorale H295R (Logiè et 
al., 1999; Barlaskar et al., 2009). 
L’identificazione di IGF-IR come potenziale bersaglio terapeutico per il carcinoma corti-
cosurrenalico e lo studio della via di trasduzione del segnale da esso attivata hanno inoltre 
condotto all’osservazione che Akt, un fattore anti-apoptotico di fondamentale importanza 
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per lo sviluppo neoplastico, risulta iper-attivato nei tumori maligni che colpiscono la cor-
teccia surrenale (Fassnacht et al., 2005; Barlaskar et al., 2009). 
Recentemente nel carcinoma corticosurrenalico è stata dimostrata l’associazione tra 
l’over-espressione di IGF-II e l’iper-attivazione di mTOR e la ridotta espressione dei mi-
croRNA miR-99a e miR-100, la cui funzione appare dunque quella di inibire l’espressione 
di questi due fattori (Doghman et al., 2010). mTOR (mammalian Target of Rapamycin) è 
una serin/treonin-chinasi attivata da Akt, che regola la crescita, la proliferazione, la motili-
tà e la sopravvivenza cellulare, la sintesi proteica e la trascrizione, il cui ruolo nella pato-
genesi corticosurrenalica è attualmente oggetto di studio, infatti la sua iper-attivazione 
sembra essere coinvolta nello sviluppo nello sviluppo di tumori maligni della corteccia sur-
renale e della medulla (De Martino et al., 2010). 
Considerato il fondamentale ruolo svolto da IGF-II e dalle sue molecole effettrici nella 
patogenesi corticosurrenalica, lo studio dei meccanismi molecolari che provocano una i-
per-attivazione della via di trasduzione del segnale indotta da questo fattore di crescita rap-
presenta attualmente una delle principali sfide per la comprensione dei fattori che condu-
cono all’inizio della tumorigenesi corticosurrenalica. L’inibizione di questa pathway, inol-
tre, costituisce uno degli obiettivi terapeutici di maggiore importanza per la cura del carci-
noma corticosurrenalico (Barlaskar et al., 2009; De Martino et al., 2010). 
 
1.4.3. Connessione tra p53 e IGF-II 
Negli ultimi anni, le vie di trasduzione del segnale mediate da p53, IGF-II/Akt e mTOR 
sono state largamente studiate in diversi modelli. Numerose proteine coinvolte appaiono 
fondamentali per la comunicazione e la coordinazione di queste vie, che regolano 
l’integrazione di diversi segnali, quali la disponibilità di nutrienti e di fattori di crescita e la 
presenza di stress intra- ed extra-cellulari, e controllano la crescita, la proliferazione e la 
morte cellulare. Data la grande importanza di questi processi nel campo oncologico, la co-
noscenza dell’interconnessione tra i diversi mediatori di queste vie di trasduzione del se-
gnale appare fondamentale per comprendere alcuni dei meccanismi molecolari alla base 
della tumorigenesi (Levine et al., 2006). 
IGF-II svolge un ruolo di enorme importanza nella crescita cellulare, per questo risulta 
spesso over-espresso nei tumori. Attraverso il legame con il proprio recettore, IGF-IR, 
IGF-II è in grado di attivare numerosi effettori intracellulari, di cui il principale è Akt. Akt 
(o PKB, protein-chinasi B) è un fattore anti-apoptotico che viene attivato mediante fosfori-
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lazione da PI3K (fosfoinositide-3-chinasi di classe I) ed è in grado a sua volta di fosforilare 
e attivare mTOR, il quale interagisce con diverse proteine, formando i complessi mTORC1 
e mTORC2, che regolano importanti processi cellulari, favorendo la proliferazione ed il 
metabolismo cellulare (Bononi et al., 2011; Steelman et al., 2011). 
Il complesso mTORC1 interagisce con la proteina Raptor, determinando la fosforilazione 
e l’attivazione di fattori quali S6K1(proteina chinasi 1 p70-S6) e 4EBP1 (proteina di lega-
me del fattore eucariotico di inizio della traduzione 4E), che regolano la trascrizione 
dell’mRNA, stimolando la sintesi di numerose proteine oncogene, quali c-Myc, HIF1α 
(hypoxia-inducible factor-1α), VEGF, ciclina D e IGF-II. mTORC2 si costituisce invece in 
seguito all’interazione di mTOR con la proteina Rictor e regola numerose funzioni del ci-
toscheletro, agendo inoltre come attivatore di Akt, attraverso un meccanismo di feedback 
positivo (De Martino et al., 2010). 
Akt e mTOR rappresentano pertanto dei mediatori fondamentali per la trasmissione del 
segnale indotto dai fattori di crescita e sono in grado a loro volta di stimolarne la produzio-
ne. L’iper-attivazione di questa via di trasduzione del segnale è stata riscontrata in numero-
si tipi di tumore ed è dovuta in molti casi alla perdita di funzione di importanti fattori onco-
soppressori, tra i quali p53. 
p53 è in grado di inibire la via di segnalazione di IGF-II a diversi livelli. Essa è infatti in 
grado di attivare proteine inibitrici di Akt e mTOR, quali PTEN, AMPK e TSC2, ed è inol-
tre in grado di esercitare un effetto inibitorio direttamente sulla sintesi di IGF-II, attraverso 
un’interazione con il promotore P3 di IGF2, che ne reprime la trascrizione (Zhang et al., 
1996). Attraverso la regolazione trascrizionale delle DNA-metiltransferasi (Dnmt), inoltre, 
p53 svolge un ruolo fondamentale nel mantenimento del corretto pattern di metilazione 
della regione 11p15.5, consentendo l’espressione di H19 e la conseguente repressione tra-
scrizionale di IGF2 (Park et al., 2005). 
La figura 1.6 schematizza alcune delle principali interazioni tra la via di IGF-
II/Akt/mTOR e p53. Considerato l’importante ruolo svolto da questi fattori nella progres-
sione neoplastica del carcinoma corticosurrenalico, appare evidente che lo studio di queste 
vie di segnalazione potrebbe rappresentare un utile punto di partenza per la comprensione 
dei meccanismi molecolari alla base dello sviluppo di questo tumore, oltre che per 
l’individuazione dei principali bersagli terapeutici per la cura di questa neoplasia. 
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Figura 1.6. Interconnessione  tra le vie di segnalazione mediate da p53 e da IGF-2/Akt/mTOR. L’attivazione 
di p53, IGF-R e mTOR è influenzata da diversi stimoli, quali le variazioni metaboliche, gli ormoni, le cito-
chine e le interleuchine. Ognuna di queste vie di segnalazione attiva delle proteine fondamentali (p53-
MDM2; IGF-2-Akt; TSC1-TSC2-mTOR), che determinano degli esiti differenti a livello di importanti pro-
cessi cellulari. Ognuna di queste proteine è controllata da altri fattori, che ne regolano l’attività (PTEN, 
TSC2, AMPK, LBK1, IGFBP3). Da Levine et al. (2006), modificato. 
 
L’effetto autocrino e paracrino dei fattori di crescita sulla proliferazione cellulare 
nell’ambito del carcinoma corticosurrenalico rappresenta un argomento di grande interesse 
nell’ambito dello studio di questa neoplasia. Oltre ad IGF-II, un altro fattore di grande im-
portanza è rappresentato da VEGF (fattore di crescita dell’endotelio vascolare), i cui livelli 
risultano notevolmente aumentati nei tumori maligni della corteccia surrenalica, mentre 
tendono a diminuire dopo la rimozione chirurgica della massa (Libè et al., 2007). 
VEGF è un fattore pro-angiogenico, la cui espressione è stimolata dall’attivazione della 
via di Akt ed mTOR. Uno dei principali attivatori trascrizionali di VEGF è inoltre rappre-
sentato da HIF-1, un fattore di trascrizione che viene attivato durante l’ipossia, una condi-
zione che si riscontra frequentemente nei tumori solidi (Lee et al., 2004; Weidemann e Jo-
hnson, 2008). 
HIF-1 è costituito da una subunità β, costitutivamente espressa, ed una subunità α, che in 
condizioni di normale ossigenazione viene rapidamente degradata a livello citoplasmatico 
mediante l’interazione con la ubiquitina-ligasi VHL. In condizioni di ipossia, HIF-1α viene 
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invece stabilizzato ed è in grado di traslocare nel nucleo, dove attiva la trascrizione di nu-
merosi geni coinvolti nella risposta allo stress e nella proliferazione cellulare, tra i quali 
VEGF. Recentemente, l’iper-attivazione di HIF-1α è stata riscontrata in diversi tipi di tu-
more, dove questa proteina svolge una importanti funzione nel favorire la crescita cellulare 
e l’angiogenesi (Lee et al., 2004; Weidemann e Johnson, 2008). 
L’attivazione di HIF-1α può essere provocata, oltre che dalla carenza di ossigeno, anche 
dalla perdita nella regolazione di alcuni fattori che ne stimolano o ne reprimono la sintesi, 
tra i quali spiccano IGF-II e p53. 
IGF-II è in grado di indurre l’espressione di HIF-1α attraverso un meccanismo che coin-
volge l’attivazione della via PI3K/Akt/mTOR, stimolando in questo modo la trascrizione di 
VEGF. Attraverso un meccanismo di feedback positivo, inoltre, HIF-1α stimola a sua volta 
l’espressione di IGF2, favorendo la crescita cellulare (Feldser et al., 1999; Jiang et al., 
2001; Fukuda et al., 2002). L’utilizzo di inibitori di PI3K e mTOR in diversi modelli cellu-
lari tumorali è in grado di bloccare l’attivazione di HIF-1α, indicando che questo fattore 
rappresenta un potenziale bersaglio terapeutico anti-tumorale (Zhong et al., 2000; Jiang et 
al., 2001; Semenza, 2003). 
L’attivazione di HIF-1α può essere inibita da p53, attraverso la repressione trascrizionale 
di IGF2 esercitata da p53. Inoltre, p53 è in grado di inibire direttamente l’attività di HIF-1α 
attraverso un meccanismo di competizione per p300, una proteina necessaria per 
l’attivazione di entrambi i fattori (Fels e Koumenis, 2005). Inoltre, recentemente è stato 
dimostrato che p53 stimola l’espressione di alcuni microRNA, come miR-107, coinvolti 
nell’inibizione di HIF-1 (Yamakuchi et al., 2010). 
HIF-1α appare dunque un fattore fondamentale per la regolazione di importanti processi 
cellulari alterati nei tumori, quali la proliferazione e l’angiogenesi, che risulta interconnes-
so con diverse vie di segnalazione intracellulare, mediate da IGF-II, p53 e VEGF. Conside-
rata la grande importanza rivestita da questi fattori nello sviluppo del carcinoma corticosur-
renalico, appare verosimile che HIF-1α svolga un ruolo nel favorire la progressione di que-
sto tumore. Lo studio di HIF-1α come potenziale marcatore diagnostico e bersaglio tera-
peutico potrebbe dunque apportare nuove conoscenze utili per la cura del carcinoma corti-
cosurrenalico. 
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2. Scopo del lavoro 
 
Il carcinoma corticosurrenalico è una rara forma di neoplasia endocrina, la cui prognosi è 
variabile, dipendentemente dallo stadio del tumore e dal tempo della diagnosi, ma gene-
ralmente infausta. La sopravvivenza media non supera i cinque anni dal momento della 
diagnosi, anche a causa della tendenza di questo tumore di produrre recidive e metastasi, la 
cui frequenza varia dal 30 all’85% (Assié et al., 2007; Stojadinovich et al., 2002). L’esatta 
eziopatogenesi dell’ACC non è ancora stata del tutto chiarita, tuttavia alcuni importanti fat-
tori di rischio sono rappresentati dalla perdita di funzione di p53 e dall’over-espressione di 
IGF2 e VEGF (Barlaskar e Hammer, 2007; Libè et al., 2007; Ragazzon et al., 2011) 
Attualmente, l’unico tipo di terapia che sembra dare dei risultati concreti è rappresentato 
dalla rimozione chirurgica del tumore, tuttavia anche in questo caso la sopravvivenza ra-
ramente supera i cinque anni e la frequenza di recidive è estremamente elevata. Altri tipi di 
trattamento, che prevedono la somministrazione di agenti chemioterapici o di farmaci ad 
azione adrenolitica, come il mitotano, non risultano particolarmente efficaci nel ridurre le 
dimensioni o l’aggressività del tumore, inoltre il loro utilizzo è fortemente limitato dai loro 
gravi effetti collaterali (Allolio e Fassnacht, 2006; Libè et al., 2007). 
La radioterapia, al contrario, determina degli effetti collaterali di minore entità, tuttavia la 
sua validità terapeutica è oggetto di discussione, a causa dell’elevata variabilità di risposta 
osservata in più gruppi di pazienti (Fassnacht et al., 2006; Patalano et al., 2009). 
Considerata la gravità del carcinoma corticosurrenalico e la mancanza di un regime tera-
peutico efficace, appare dunque di fondamentale importanza l’identificazione di nuove 
strategie per la cura di questa neoplasia. Il miglioramento delle terapie attualmente in uso, 
inoltre, costituisce un altro importante obiettivo, che richiede l’approfondimento delle co-
noscenze relative alla sequenza di eventi che portano allo sviluppo e alla proliferazione del 
cancro (Patalano et al, 2009). 
Lo scopo di questo lavoro è dunque quello di migliorare le attuali conoscenze relative al-
le possibili opzioni terapeutiche del carcinoma corticosurrenalico. Tale obiettivo è stato 
perseguito attraverso due diversi tipi di approccio: da un lato, la valutazione degli effetti 
anti-neoplastici del rosiglitazone, un farmaco insulino-sensibilizzante, in due linee cellulari 
derivanti da ACC, al fine di determinarne l’efficacia terapeutica; dall’altro, la valutazione 
del ruolo dell’onco-soppressore p53 nella risposta alla radioterapia, con l’obiettivo di di-
mostrarne la validità come fattore predittivo per la risposta a questo tipo di trattamento. 
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3. Materiali e metodi 
 
3.1. Colture cellulari 
Il lavoro è stato condotto utilizzando due modelli cellulari derivanti da carcinoma corti-
cosurrenalico umano, H295R e SW-13, che differiscono per grado di differenziazione isto-
logica e caratteristiche endocrine. Nel corso di alcuni esperimenti è stata utilizzata anche la 
linea cellulare SK-OV-3, derivante da adenocarcinoma ovarico umano. Tutte e tre le linee 
cellulari sono state ottenute dall’American Type Culture Collection (ATCC). 
La linea cellulare NCI-H295R (ATCC CRL-2128) deriva da un carcinoma della cortec-
cia surrenale secernente di stadio II. Queste cellule possiedono la capacità di sintesi bio-
chimica delle diverse classi di ormoni steroidei, in particolare glucocorticoidi, mineralcor-
ticoidi ed androgeni, e risultano responsive all’ormone adrenocorticotropo ipofisario 
(ACTH), all’angiotensina II e agli ioni potassio. Le cellule della linea SW-13 (ATCC 
CCL-105), al contrario, hanno una ridotta capacità di secrezione degli ormoni steroidei e 
derivano da un carcinoma corticosurrenalico al IV stadio. 
Le cellule della linea SK-OV-3 (ATCC HTB-77) sono resistenti al fattore di necrosi tu-
morale (TNF) e a diversi farmaci citotossici, quali la tossina difterica, il cisplatino e 
l’adriamicina. Esse non presentano quantità rilevabili della proteina p53, a causa di una 
parziale delezione o di un riarrangiamento in almeno un allele del gene TP53, che determi-
na la degradazione dell’RNA messaggero di questo fattore (Yaginuma e Wetsphal, 1992). 
Le colture cellulari sono state allestite in specifiche fiasche e mantenute in media preco-
stituiti, seguendo i protocolli standard per le colture cellulari umane e le attuali normative 
di sterilità e sicurezza. Le cellule H295R sono state cresciute in un terreno costituito da una 
miscela 1:1 di DMEM:F-12, per la linea SW-13 è stato invece utilizzato il terreno Leibo-
vitz’s L-15 e per la linea SK-OV-3 il terreno ad elevata concentrazione di glucosio RPMI 
1640 (Lonza). A tutti i terreni di coltura sono stati aggiunti siero fetale bovino di origine 
australiana al 10%, L-Glutammina 2mM, penicillina 100 U/ml e streptomicina 100 µg/ml 
(Lonza). Il terreno DMEM:F-12 è stato inoltre arricchito con una soluzione costituita da 
insulina, transferrina e selenio all’1% (ITS, Sigma-Aldrich). 
Per tutta la durata delle procedure sperimentali, il mezzo di coltura è stato sostituito al-
meno tre volte a settimana e le cellule sono state mantenute ad una temperatura costante di 
37°C in atmosfera umidificata in appositi incubatori, che mantengono la percentuale di 
CO2 nell’aria costante al 5%. 
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3.2. Sequenziamento genico 
Il sequenziamento del gene TP53 è stato effettuato nelle linee cellulari H295R e SW-13 a 
partire da DNA genomico e cDNA. 
Il DNA totale è stato estratto utilizzando il kit QIAamp DNA Mini and Blood Mini 
(QIAGEN) a partire da 5x106 cellule, seguendo le istruzioni fornite dal produttore. Il DNA 
ottenuto è stato quindi sottoposto ad amplificazione mediante PCR utilizzando i primers e 
le condizioni riportate in tabella 3.1. 
 
Primer Sequenza 
Lunghezza 
amplicone 
Ta 
n° ci-
cli 
Esone 5 
Senso 
Antisenso 
 
     5’-TTATCTGTTCACTTGTGCCC-3’ (17255) 
     5’-ACCCTGGGCAACCAGCCCTG-3’ (17539) 
 
285 bp 
 
57°C 
 
30 
Esone 6 
Senso 
Antisenso 
 
     5’-ACGACAGGGCTGGTTGCCCA-3’ (17516) 
     5’-CTCCCAGAGACCCCAGTTGC-3’ (17716) 
 
201 bp 
 
60°C 
 
30 
Esone 7 
Senso 
Antisenso 
 
     5’-GGCCTCATCTTGGGCCTGTG-3’ (18225) 
     5’-CAGTGTGCAGGGTGGCAAGT-3’ (18395) 
 
171 bp 
 
60°C 
 
30 
Esoni 8-9 
Senso 
Antisenso 
 
     5’-GCCTCTTGCTTCTCTTTTCC-3’ (18677) 
     5’-CGGCATTTTGAGTGTTAGA-3’ (19072) 
 
396 bp 
 
55°C 
 
30 
 
Tabella 3.1. Sequenza dei primers e condizioni utilizzate per amplificare gli esoni dal 5 al 9 del gene TP53 a 
partire dal DNA delle cellule H295R e SW-13. 
Ta: temperatura di annealing 
 
L’RNA totale è stato estratto utilizzando il metodo del fenolo-guanidina tiocianato (TRI-
zol Reagent, Invitrogen). L’RNA è stato precipitato con isopropanolo al 100%, risospeso 
in 40 µl di acqua distillata ultra pura (UltraPure DNase/RNase-Free Distilled Water, Gi-
bco) e quantificato con un biofotometro (Eppendorf). 
Circa 1 µg di RNA è stato quindi sottoposto a digestione con 1 U di DNasi (DNase I 
Amplification Grade, Invitrogen) e 200 ng sono stati retro-trascritti utilizzando il kit Omni-
script RT Kit (Qiagen), in un volume finale di 20 µl. Infine, 2 µl del cDNA così ottenuto 
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sono stati utilizzati per l’amplificazione tramite RT-PCR, utilizzando sei paia di primers 
che coprono l’intera coding sequence del gene TP53. La sequenza di tali primers e le con-
dizioni utilizzate sono descritte nella tabella 3.2 
 
Primer Sequenza 
Lunghezza 
amplicone 
Ta 
n° ci-
cli 
Esoni 2-4 
Senso 
Antisenso 
 
5’-GCCAGACTGCCTTCCGGGTC-3’ (172) 
5’-GCCGGTGTAGGAGCTGCTGG-3’ (445) 
 
274 bp 
 
57°C 
 
30 
Esoni 4-5 
Senso 
Antisenso 
 
5’-CCAGCAGCTCCTACACCGGC-3’ (426) 
5’-GAGCAGCGCTCATGGTGGGG-3’ (745) 
 
320 bp 
 
57°C 
 
30 
Esoni 5-7 
Senso 
Antisenso 
 
5’-CTGCTCAGATAGCATGGTCTG-3’ (740) 
5’-TTGTAGTGGATGGTGGTACAGTCA-3’ (901) 
 
162 bp 
 
60°C 
 
30 
Esoni 6-10 
Senso 
Antisenso 
 
5’-TGGTGCCCTATGAGCCGCCT-3’ (847) 
5’-CGCTCACGCCCACGGATCTG-3’ (1207) 
 
361 bp 
 
60°C 
 
30 
Esoni 9-11 
Senso 
Antisenso 
 
5’-CCAGCTCCTCTCCCCAGCCA-3’ (1132) 
5’-GGGGGTGGGAGGCTGTCAGT-3’ (1421) 
 
290 bp 
 
60°C 
 
30 
 
Tabella 3.2. Sequenza dei primers e condizioni utilizzate per amplificare la coding sequence del gene TP53 
delle cellule delle linee H295R e SW-13, a partire da cDNA. 
Ta: temperatura di annealing 
 
I prodotti delle PCR sono stati successivamente purificati utilizzando delle specifiche co-
lonnine (MICROCON Centrifugal Filter Devices, Millipore) e ciascun frammento è stato 
sottoposto ad una PCR di marcatura utilizzando il Big Dye Terminator Cycle Sequencing 
Ready Reaction kit (Applied Biosystems), utilizzando un solo primer, senso o antisenso, 
ad una concentrazione finale di 160 nM. Il sequenziamento è stato infine effettuato con un 
sequenziatore automatico (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer, Applied Biosystems), uti-
lizzando il gene Pgem come controllo. 
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3.3. Trattamento farmacologico 
Le cellule delle linee H295R e SW-13 sono state sottoposte a trattamento con rosiglita-
zone (Vinci-Biochem) ad un concentrazione finale pari a 20 µM e 10 µM, rispettivamente. 
Il farmaco è stato somministrato ogni 0, 3 e 6 ore per tutta la durata degli esperimenti, a 
causa della sua ridotta emivita, di circa 3-4 ore, e in accordo con la letteratura esistente 
(Cox et al., 2000). Le stesse linee cellulari sono state trattate anche con il GW9662 (Cal-
biochem), un inibitore specifico di PPARγ, ad una concentrazione finale di 20 µM per en-
trambe le linee. 
Entrambi i farmaci sono stati solubilizzati in dimetilsolfossido (DMSO, Sigma-Aldrich) e 
il GW9662 è stato somministrato un’ora prima dell’inizio del trattamento con rosiglitazo-
ne. La concentrazione finale di DMSO nel terreno di coltura non superava lo 0,03%. 
Infine, le cellule della linea H295R sono state trattate anche con 3-metiladenina (3-MA, 
Sigma-Aldrich), un composto in grado di inibire l’autofagia, che veniva sciolta direttamen-
te nel terreno di coltura ad una concentrazione finale di 5 mM. 
 
3.4. Trasfezioni e trattamento con radiazioni ionizzanti 
Le cellule delle linee H295R, SW-13 e SK-OV-3 sono state seminate in piastre da sei 
pozzetti, ad una confluenza di circa 80-90%. Dopo 24 ore, le cellule sono state trasfettate 
transientemente con un vettore vuoto (pBABE-neo) o con un vettore in grado di esprimere 
la forma wild type del gene TP53 (pBABE-neo-p53), utilizzando il FuGENE HD Transfec-
tion Reagent (Roche), seguendo le istruzioni del produttore. 
La mappa del plasmide pBABE-neo è riportata nella figura 3.1; il gene TP53 si trova a 
valle del promotore SV40. 
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Figura 3.1. Mappa del plasmide pBABE-neo. La sequenza codificante del gene TP53 wild type è inserita a 
valle del promotore SV40. Immagine creata usando il server Plas Mapper. 
 
Dopo 24 ore dalla trasfezione, le cellule sono state sottoposte a trattamento con una 
quantità di radiazioni ionizzanti pari a 6 Gy, avvalendosi di un acceleratore lineare Varian 
Clinac 600 c/d 6MV. 
Le analisi successive sono state condotte fino a 72 ore dalla trasfezione (48 ore 
dall’irraggiamento). 
 
3.5. Curve di proliferazione 
La proliferazione cellulare è stata valutata mediante conta cellulare, utilizzando un emo-
citometro (Sigma-Aldrich). La citotossicità dei diversi trattamenti è stata determinata me-
diante il saggio di colorazione con Trypan blue. Le cellule sono state staccate dai supporti 
su cui venivano cresciute, centrifugate e risospese in DPBS 1x (Dulbecco’s Phosphate Buf-
fered Saline, Lonza). La sospensione cellulare è stata quindi diluita in rapporto 1:1 con il 
colorante Trypan blue allo 0,4% (Lonza) e la percentuale di cellule positive alla colorazio-
ne è stata determinata avvalendosi dell’emocitometro. 
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3.6. Analisi citofluorimetrica del ciclo cellulare 
L’effetto del rosiglitazone sulla proliferazione cellulare è stato valutato nelle cellule 
H295R e SW-13 a 24, 48 e 72 ore dall’inizio del trattamento mediante saggio di incorpora-
zione della Bromodeossiuridina (5-bromo-2-deoxyuridine, BrdU). 
Le cellule sono state seminate su piastre Petri dal diametro di 100 mm e sottoposte al 
trattamento come precedentemente descritto. 30 minuti prima dell’analisi, la Bromodeos-
siuridina è stata aggiunta al terreno di coltura ad una concentrazione di 10 µmol/L. Le cel-
lule sono state staccate, centrifugate e fissate con etanolo al 70%. I campioni sono stati 
successivamente incubati con HCl 4N per 20 minuti, per denaturare parzialmente il DNA; 
il pH acido è stato neutralizzato lavando le cellule con tampone Borax (pH 9.1) e successi-
vamente con DPBS 1x. 
Le cellule sono state permeabilizzate, mediante un’incubazione di 10 minuti in terreno 
completo cui era stato aggiunto FCS (Foetal Calf Serum, Calbiochem) al 20% e Tween-20 
(Bio-Rad Laboratories) 0,5%, e successivamente incubate per un’ora a temperatura am-
biente con un anticorpo monoclonale diretto contro la Bromodeossiuridina (mouse mono-
clonal antibody anti-BrdUrd, Roche), diluito in terreno completo contenente FCS 20% e 
Tween-20 0,06%. Dopo un lavaggio in DPBS 1x, i campioni sono stati incubati con un an-
ticorpo secondario (FITC-conjugated F(abV) rabbit anti-mouse IgG, Dako), in DPBS 1x 
per un’ora. 
Infine, le cellule sono state colorate con una soluzione contenente ioduro di propidio (PI), 
ad una concentrazione di 5 µg/ml, e 75 KU/ml di RNasi (Invitrogen), diluiti in DPBS 1x. I 
campioni sono stati incubati con questa soluzione per almeno 3 ore e sono stati successi-
vamente analizzati con un citofluorimetro FACScan, acquisendo almeno 20.000 eventi per 
campione. 
Nel risultante citogramma, la regione superiore rappresenta le cellule positive alla colo-
razione con BrdU. La distribuzione delle cellule nelle diverse fasi del ciclo cellulare è stata 
invece calcolata sulla base del segnale emesso dallo ioduro di propidio in rapporto al nu-
mero di cellule analizzate, utilizzando il software MODFIT. 
 
3.7. Saggio MTT 
Le cellule delle linee H295R e SW-13 sono state sottoposte al saggio MTT per valutare 
la vitalità cellulare in seguito al trattamento con rosiglitazone, GW9662 o la combinazione 
di entrambi i farmaci. 
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Le cellule sono state seminate su piastre da 96 pozzetti e sottoposte ai diversi tipi di trat-
tamento dopo 24 ore dalla semina. Dopo 24, 48 e 72 ore dall’inizio del trattamento, i cam-
pioni sono stati analizzati mediante saggio MTT (CellTiter 96 Non-Radioactive Cell Proli-
feration Assay, Roche), basato sulla capacità delle cellule proliferanti di convertire il sale 
di tetrazolio MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-ile]-2,5-difenil-tetrazolo-bromuro) in formazano 
(Mosmann, 1983). 
Le cellule sono state incubate con una soluzione contenente il sale di tetrazolio (Dye So-
lution) per 4 ore al buio a 37°C e successivamente è stata aggiunta una soluzione in grado 
di bloccare la reazione e solubilizzare il formazano (Solubilization/Stop Solution). 
L’incubazione con questa soluzione è stata condotta per un’ora al buio a 37°C, successi-
vamente l’assorbanza di ciascun campione è stata determinata utilizzando un lettore ELI-
SA (Bio-Rad Laboratories) operante ad una lunghezza d’onda di 570 nm. 
 
3.8. Saggio TUNEL 
La presenza di apoptosi nelle linee cellulari studiate è stata valutata mediante saggio 
TUNEL (Terminal-deoxynucleotidyl-transferase mediated biotin-dUTP Nick End Labe-
ling), a seguito dei diversi trattamenti cui erano state sottoposte. 
Ai tempi stabiliti, le cellule sono state staccate dai supporti su cui erano state poste in 
coltura, centrifugate e risospese in DPBS 1x. Una sospensione cellulare contenente circa 
100.000 cellule per campione è stata quindi centrifugata su dei vetrini copri oggetto prece-
dentemente rivestiti con poli-L-lisina allo 0,1%. I campioni sono stati quindi fissati con 
formaldeide 4% per 20 minuti a temperatura ambiente. 
La morte cellulare per apoptosi è stata determinata utilizzando un apposito kit (In Situ 
Cell Death Detection Kit, Roche), seguendo le istruzioni fornite dal produttore. I controlli 
positivi sono stati incubati con 300 U di DNasi (Invitrogen) per 10 minuti a temperatura 
ambiente. 
I campioni sono stati marcati anche con il colorante nucleare Hoechst 33342 (Sigma-
Aldrich), diluito in metanolo ad una concentrazione finale di 1 µg/ml. Dopo 
un’incubazione di 10 minuti a 37°C, i campioni sono stati lavati per 3 volte con DPBS 1x e 
osservati con un microscopio ad epifluorescenza (Zeiss). 
Almeno dieci campi scelti casualmente sono stati fotografati utilizzando un filtro in gra-
do di rilevare la fluorescenza verde, tipica delle cellule positive al TUNEL (520 nm), ed un 
filtro per la fluorescenza blu emessa dall’Hoechst 33342 (455 nm). La percentuale di apop-
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tosi per ciascun campione è stata quindi determinata utilizzando il software ImageJ (Image 
Processing and Analysis in Java, versione 1.39u), comparando le cellule positive al TU-
NEL con le cellule totali, colorate con Hoechst 33342. 
 
3.9. Microscopia elettronica 
Le cellule delle linee H295R e SW-13 trattate con rosiglitazone e le cellule H295R tratta-
te con 3-metiladenina sono state sottoposte ad un’analisi in microscopia elettronica per va-
lutare gli effetti del trattamento a livello morfologico. 
I campioni, seminati su piastre Petri dal diametro di 100 mm e trattati come precedente-
mente descritto, sono stati fissati con glutaraldeide 2,5% in DPBS, pH 7.4, ad una tempera-
tura di +4°C. Seguendo il protocollo di Modesti et al. (1993), essi sono stati quindi lavati 
in DPBS 1x e post-fissati con una soluzione contenente tetrossido di osmio all’1,33%, per 
2 ore a +4°C. Dopo numerosi lavaggi con DPBS, i campioni sono stati disidratati in una 
scala ascendente di acetone e trasferiti in toluene. Infine, essi sono stati posti in una resina 
epossidica a base di Epon 812, che è stata lasciata polimerizzare per 24 ore a 60°C in una 
stufa. 
Utilizzando un microtomo Reichert con una lama di vetro, la resina è stata tagliata in se-
zioni sottili, che sono state colorate con blu di toluidina ed esaminate con un microscopio 
Axioscope (Zeiss). Delle sezioni ultrasottili sono state invece ottenute usando un microto-
mo con una lama di diamante; esse sono state colorate con acetato di uranile e citrato di 
piombo e analizzate con un microscopio elettronico Morgagni 268D (Philips). Tutte le os-
servazioni sono state ripetute 6 o 7 volte per ciascun campione. 
 
3.10. Misurazione della formazione di specie reattive dell’ossigeno 
Le cellule delle linee H295R e SW-13 trattate con rosiglitazone sono state analizzate per 
valutare il contenuto intracellulare di specie reattive dell’ossigeno (ROS, Reactive Oxygen 
Species), dopo 24, 48 e 72 dall’inizio del trattamento. 
Le cellule in adesione sono state staccate dai supporti su cui crescevano, centrifugate e 
risospese in DPBS 1x. Esse sono state quindi incubate con diidroetidio (DHE, Molecular 
Probes) 4 µM per 45 minuti a 37°C. I campioni sono stati quindi analizzati tramite cito-
fluorimetria, utilizzando un sistema di analisi che permette di correlare la fluorescenza e-
messa dal colorante, misurata all’interno delle cellule, con la quantità di specie reattive 
dell’ossigeno presenti nelle stesse. 
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3.11. Determinazione del potenziale di membrana mitocondriale 
Il potenziale di membrana mitocondriale (Δψm) è stato valutato nelle cellule delle linee 
H295R e SW-13 di controllo o trattate con il rosiglitazone, utilizzando il colorante cationi-
co lipofilico JC-1 (5-5’,6-6’-tetracloro-1,1’,3,3’-tetraetilenbenzimidazol-carbocianina ioda-
to; Molecular Probes), una sonda metacromatica capace di entrare selettivamente nei mito-
condri, sensibile alle variazioni di voltaggio e pertanto in grado di cambiare reversibilmen-
te la propria lunghezza d’onda di emissione al variare del Δψm. JC-1, infatti, possiede uno 
spettro con due picchi di emissione, uno a 530 nm (luce verde), quando si trova in forma 
monomerica, e uno a 590 nm (luce arancio-rosso), in seguito alla formazione di aggregati. 
Nelle cellule normalmente polarizzare, JC-1 forma degli aggregati, mentre nei mitocondri 
ipopolarizzati, a seguito di un calo del potenziale di membrana, si trova in forma monome-
rica. 
Le cellule sono state staccate e risospese in 500 µl di DPBS 1x contenente JC-1 1 µM. 
Dopo un’incubazione di 15 minuti a 37°C, i campioni sono stati trasferiti in ghiaccio e 
successivamente analizzati tramite citofluorimetria, utilizzando il canale FL-1 per rilevare 
la fluorescenza verde emessa dai monomeri di JC-1 ed il canale FL-2 per la fluorescenza 
rossa tipica degli aggregati. Come controllo positivo è stato utilizzato un campione rappre-
sentato da cellule trattate con valinomicina 10 µM, una molecola in grado di aumentare la 
permeabilità della membrana mitocondriale. 
I dati ottenuti sono stati analizzati utilizzando il software MODFIT, un programma che 
consente la costruzione di un grafico a quadranti, sul quale si distribuiscono le cellule nor-
malmente polarizzate (regione I), quelle in cui il potenziale di membrana è intermedio (re-
gione II), basso (regione III) o molto basso (regione IV). 
 
3.12. Immunofluorescenza 
Le linee cellulari H295R e SW-13 sono state sottoposte a un saggio di immunofluore-
scenza diretto contro la proteina LAMP-1 (Lysosomal-Associated Membrane Protein-1) 
dopo 24, 48 e 72 ore dall’inizio del trattamento con rosiglitazone. 
Le cellule, seminate su vetrini per colture cellulari costituiti da 8 camerette di superficie 
pari a 0,7 cm2, sono state fissate con paraformaldeide 4% per 15 minuti a temperatura am-
biente, incubate con NH4Cl 10 mM in DPBS 1x e successivamente con saponina allo 
0,05% in DPBS 1x. Il blocking è stato effettuato con BSA (sieroalbumina bovina, Sigma-
Aldrich) al 3% in DPBS 1x per 15 minuti a temperatura ambiente. I preparati sono stati 
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quindi incubati per un’ora a temperatura ambiente con un anticorpo diretto contro LAMP-1 
(mouse anti-human LAMP-1, Calbiochem), diluito 1:40 in BSA 3%, lavati due volte con 
DPBS 1x e successivamente incubati per 1 ora a temperatura ambiente con un anticorpo 
secondario marcato con rodamina (polyclonal rabbit anti-mouse TRITC, Dako), diluito 
1:2000 in BSA 3%. 
L’immunofluorescenza diretta contro la proteina HIF-1α è stata invece condotta sulle 
cellule delle linee H295R e SW-13 non trasfettate oppure trasfettate con i vettori pBABE-
neo e pBABE-neo-p53 e sottoposte a trattamento con radiazioni ionizzanti. Le cellule in 
questo caso sono state cresciute su vetrini rivestiti di poli-L-lisina posti all’interno di pia-
stre da sei pozzetti e sottoposte a trattamento. 
Ai tempi stabiliti, il terreno di coltura è stato rimosso e le cellule sono state lavate due 
volte con DPBS 1x, fissate con formaldeide 4% per 20 minuti a temperatura ambiente e 
permeabilizzate con TRITON X-100 (Sigma-Aldrich) 0,1% in sodio citrato 0,1%. Lo 
smorzamento della fluorescenza è stato effettuato mediante incubazione delle cellule con 
cloruro di ammonio (NH4Cl) 10mM in DPBS 1x per 10 minuti a temperatura ambiente. I 
campioni sono stati quindi incubati per un’ora con BSA 3% in FBS 5% in DPBS 1x, per 
bloccare i siti di legame aspecifici, e successivamente con l’anticorpo primario diretto con-
tro HIF-1α (Cell Signaling Technology), diluito 1:100 in BSA 3%, per un’ora a temperatu-
ra ambiente. Dopo alcuni lavaggi con DPBS 1x, è stata effettuata un’incubazione per 
un’ora a temperatura ambiente con l’anticorpo secondario goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 
(Invitrogen), diluito 1:4000 in BSA 3%. 
I campioni sono stati quindi colorati con Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich) per 10 minuti a 
37°C e, dopo alcuni lavaggi con DPBS 1x, i vetrini sono stati montati utilizzando una solu-
zione di glicerolo al 90% in DPBS 1x. 
Le osservazioni sono state condotte avvalendosi di un microscopio a fluorescenza 
(Zeiss), ad un ingrandimento 40x o 100x. 
 
3.13. RT-PCR 
L’RNA delle cellule H295R, SW-13 e SK-OV-3 trasfettate con i vettori pBABE-neo e 
pBABE-neo-p53 e irraggiate è stato estratto e retro-trascritto come precedentemente de-
scritto. L’analisi dell’espressione dei geni TP53, BCL2, IGF2, HIF-1α e VEGF è stata ef-
fettuata mediante RT-PCR a partire da 2 µl di cDNA in un volume finale di 50 µl di misce-
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la di reazione, contenente 1,25 U di Taq polimerasi (Applied Biosystems). I primers e le 
condizioni di reazione sono riportati nella tabella 3.3. 
Come sistema di normalizzazione della reazione di amplificazione è stato utilizzato il 
gene GAPDH per tutte le linee cellulari. 
 
Primer Sequenza 
Lunghezza 
amplicone 
Ta 
n° 
cicli 
TP53 
Senso 
Antisenso 
 
5’-GCCAGACTGCCTTCCGGGTC-3’ (172) 
5’-GCCGGTGTAGGAGCTGCTGG-3’ (445) 
 
274 bp 
 
57°C 
 
30 
BCL2 
Senso 
Antisenso 
 
5’-ATGACTGAGTACCTGAACCG-3’ (1022) 
5’-CCAAACTGAGCAGAGTCTTC-3’ (1163) 
 
142 bp 
 
54°C 
 
30 
IGF2 
Senso 
Antisenso 
 
5’-GTTTGCGACACGCAGCA-3’ (698) 
5’-AAGCACCAGCATCGACTT-3’ (788) 
 
91 bp 
 
64°C 
 
25 
HIF-1α 
Senso 
Antisenso 
 
5’-TGCAGAATGCTCAGAGAAAGCGAA-3’(2542) 
5’-GCTGCATGATCGTCTGGCTGCT-3’ (2641) 
 
100 bp 
 
63°C 
 
27 
VEGF-A 
Senso 
Antisenso 
 
5’-GAGCCGGGCAGGAGGAAGGA-3’ (1736) 
5’-TGGCGGCAGCGTGGTTTCTG-3’ (1839) 
 
104 bp 
 
63°C 
 
27 
GAPDH 
Senso 
Antisenso 
 
5’-TCTTTTGCGTCGCCAGCCGA-3’ (64) 
5’-ACCAGGCGCCCAATACGACC-3’ (155) 
 
92 bp 
 
63°C 
 
25 
 
Tabella 3.2. Sequenza dei primers e condizioni utilizzate per valutare l’espressione dei geni TP53, BCL2, 
IGF2, HIF-1α e VEGF-A nelle cellule delle linee H295R, SW-13 e SK-OV-3, a partire da cDNA. 
Ta: temperatura di annealing 
 
Al termine della reazione di amplificazione, i campioni sono stati sottoposti ad una corsa 
elettroforetica su gel di agarosio al 2% (Invitrogen), contenente bromuro di etidio allo 
0,04% (Sigma-Aldrich). La visualizzazione dei prodotti di amplificazione è stata effettuata 
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avvalendosi di un trans-illuminatore Dolphin-Chemi (Wealtec) e l’analisi dell’intensità del 
segnale emesso da ciascun frammento è stata eseguita utilizzando il software ImageJ. 
 
3.14. Preparazione di estratti proteici nucleari e citoplasmatici 
Per l’analisi dell’espressione della proteina HIF-1α nelle cellule delle linee H295R e SW-
13 è stato utilizzato un kit che consente la separazione della frazione proteica nucleare da 
quella citoplasmatica (Nuclear/Cytosol Fractionation Kit, MBL International). Circa 2x106 
cellule sono state utilizzate per l’estrazione delle proteine, seguendo le istruzioni fornite 
dal produttore. 
Gli estratti proteici nucleari e citoplasmatici sono stati quantificati tramite saggio Bra-
dford (Bio-Rad Laboratories), mediante lettura dell’assorbanza a 595 nm. La concentrazio-
ne di ciascun campione è stata ricavata interpolando i valori ottenuti su una retta di taratura 
costruita in base alla lettura di alcuni standard a concentrazione nota di BSA (1,25; 2,5; 5; 
10; 20 µg/ml). Per ciascuna porzione cellulare, 50 µg di proteine sono stati quindi utilizzati 
per la successiva analisi di Western blotting. 
 
3.15. Western blotting 
Le cellule delle linee H295R, SW-13 e SK-OV-3 sono state sottoposte ad analisi tramite 
Western blotting in seguito ai diversi tipi di trattamento. Le proteine totali sono state estrat-
te mediante lisi cellulare, sonicazione in ghiaccio e centrifugazione a 14000 rpm per 30 
minuti. La concentrazione di ciascun campione è stata determinata mediante il saggio colo-
rimetrico di Bradford. 
Le proteine (50 µg) sono state separate su base dimensionale tramite SDS PAGE su un 
gel di poliacrilammide al 10% e successivamente trasferite su una membrana di nitrocellu-
losa (Bio-Rad Laboratories). La saturazione della membrana è stata effettuata mediante 
un’incubazione con latte al 5% (Non-Fat Dry Milk, Bio-Rad Laboratories) in DPBS 1x 
contenente Tween-20 allo 0,1%, per un’ora a temperatura ambiente. 
L’incubazione con l’anticorpo primario è stata condotta overnight ad una temperatura di 
+4°C, utilizzando i seguenti anticorpi: PPARγ 1:100 (Santa Cruz Biotechnology), ciclina E 
1:500 (BD Biosciences), cdk2 1:800 (BD Biosciences), Rb(p-Ser780) 1:500 (Santa Cruz 
Biotechnology), anti pan-citocheratina 1:100 (Sigma-Aldrich), AMPK-α(p-Thr172) 1:200 
(Santa Cruz Biotechnology), beclina-1 1:100 (Santa Cruz Biotechnology), p53(DO-1) 
1:500 (Santa Cruz Biotechnology), Akt(p-Ser473) 1:400 (Santa Cruz Biotechnology), Akt 
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1,2,3 1:100 (Santa Cruz Biotechnology), HIF-1α 1:500 (Cell Signaling Technology), istone 
H1 1:500 (BD Biosciences), β-actina 1:1000 (Sigma-Aldrich) e vinculina 1:1000 (Sigma-
Aldrich). 
La visualizzazione degli antigeni è stata effettuata utilizzando un reagente chemilumine-
scente potenziato (ECL, Enhanced ChemiLuminescence, Pierce), dopo un’incubazione di 
un’ora a temperatura ambiente con un anticorpo secondario (goat anti-mouse o goat anti-
rabbit secondary antibody, Sigma-Aldrich). 
 
3.16. Analisi statistica dei dati 
Tutti i valori ottenuti rappresentano la media di almeno tre esperimenti indipendenti ese-
guiti in duplicato. I risultati sono presentati come il valore medio ± D.S. (deviazione stan-
dard). 
I campioni di controllo e trattati sono stati comparati utilizzando il test di analisi della va-
rianza (ANOVA); inoltre, un confronto tra i singoli trattamenti è stato eseguito usando il 
test del t di Student. In ogni analisi, un valore di p<0,05 è stato considerato statisticamente 
significativo. 
I dati relativi all’apoptosi e all’espressione di geni target sono stati analizzati utilizzando 
il software ImageJ (versione 1.39u). Infine, tutti i risultati sono stati elaborati usando i sof-
tware Assistat (versione 7.6b) e Microsoft Excel. 
 48 
4. Risultati 
 
4.1. Nuove strategie farmacologiche: il rosiglitazone nella terapia del carcinoma 
corticosurrenalico 
 
4.1.1. Effetto del rosiglitazone sulla proliferazione cellulare 
L’effetto del rosiglitazone (RGZ) sulla proliferazione cellulare è stato valutato nelle linee 
cellulari di carcinoma corticosurrenalico H295R e SW-13, trattate con dosi del farmaco di 
20µM e 10µM, rispettivamente. 
La capacità del rosiglitazone di inibire la proliferazione cellulare è evidente a partire da 
48 h dell’inizio del trattamento (-40% nella linea H295R e -31% nella linea SW-13, rispet-
to alle cellule di controllo; p<0,01) e aumenta fino a 72 h, quando l’inibizione della prolife-
razione supera il 50% in entrambe le linee cellulari (p<0,01) (figura 1). 
Poiché il rosiglitazone è un ligando selettivo di PPAR-γ (Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor-γ), le cellule sono state trattate anche con un inibitore specifico di que-
sta proteina, il GW9662, ad una concentrazione di 20µM. 
La somministrazione di GW9662 concomitantemente al trattamento con rosiglitazone, 
tuttavia, è in grado di ripristinare solo parzialmente la capacità proliferativa delle cellule 
H295R, infatti a 72 h dall’inizio del trattamento è stata osservata un’inibizione della proli-
ferazione del 55% nelle cellule trattate con rosiglitazone e un’inibizione pari a -34% nei 
campioni trattati con GW9662 e rosiglitazone in combinazione (figura 1.A). Come mostra-
to in figura 1.C, l’effetto del trattamento con i due farmaci non è dovuto ad un aumento 
della tossicità, come dimostrato mediante saggio di esclusione del Trypan blue. 
Nelle cellule della linea SW-13, la somministrazione di GW9662 20µM non determina 
un cambiamento nell’inibizione della proliferazione cellulare indotta dal rosiglitazone. I 
campioni trattati con rosiglitazone e GW9662 in combinazione, infatti, risultano inibiti del-
la stessa percentuale di quelli trattati con il solo rosiglitazone (-51% rispetto ai controlli 
dopo 72 h) (figura 1.B), suggerendo che il rosiglitazone eserciti il proprio effetto anti-
proliferativo attraverso un meccanismo indipendente da PPAR-γ, poiché anche in questo 
caso il trattamento con GW9662 non interferisce con la proliferazione e la vitalità cellulare 
(figure 1.B e 1.D). 
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Figura 1. Il rosiglitazone induce inibizione della proliferazione cellulare nelle linee H295R (A) e SW-13 (B), 
a partire da 48 h dall’inizio del trattamento (-40% nella linea H295R e -31% nella linea SW-13). L’effetto del 
farmaco è ridotto in presenza di GW9662 20µM nelle cellule H295R (A), mentre nella linea SW-13 (B) non 
vi sono differenze significative tra il trattamento con il rosiglitazone da solo e la combinazione dei due far-
maci (RGZ + GW9662). La proliferazione cellulare è stata determinata mediante conta cellulare, utilizzando 
il saggio di esclusione del Trypan blue per escludere la presenza di necrosi in seguito ai diversi trattamenti 
(C, H295R e D, SW-13). 
I dati riportati rappresentano la media ± D.S. di almeno 3 esperimenti condotti in duplicato. 
 
L’effetto del trattamento con rosiglitazone e GW9662 nelle linee H295R e SW-13 è stato 
valutato anche mediante saggio MTT. Tale analisi ha confermato i dati precedentemente 
ottenuti mediante conta cellulare, indicando che nella linea H295R il trattamento con rosi-
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glitazone è in grado di ridurre la vitalità cellulare e che tale effetto è diminuito, ma non 
completamente annullato, dalla somministrazione di GW9662 20µM (figura 2.A). Nella 
linea SW-13, come atteso, non sono invece evidenziabili differenze tra i campioni trattati 
con rosiglitazone e GW9662 in combinazione rispetto a quelli trattati con il solo rosiglita-
zone (figura 2.B). 
 
 
 
Figura 2. Istogrammi relativi al saggio MTT condotto sulle cellule delle linee H295R (A) e SW-13 (B) sot-
toposte al trattamento con rosiglitazone, GW9662 o entrambi, dopo 24, 48 e 72 h dall’inizio del trattamento. 
La somministrazione di GW9662 concomitantemente al trattamento con rosiglitazone è in grado di ridurre 
l’effetto del farmaco sulla vitalità cellulare nella linea H295R, mentre non determina alcun cambiamento nel-
la linea SW-13, indicando che in queste cellule l’azione del rosiglitazone è indipendente dal recettore nuclea-
re PPAR-γ. 
I dati riportati rappresentano la media ± D.S. di almeno 3 esperimenti condotti in duplicato. (*, p<0,05; #, 
p<0,01) 
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Questi risultati indicano che il rosiglitazone è in grado di inibire la proliferazione nelle 
due linee cellulari derivanti da carcinoma corticosurrenalico H295R e SW-13. Nella linea 
H295R, l’azione del farmaco sembra essere in parte mediata dal recettore nucleare PPAR-γ 
e in parte indipendente da esso. Nelle cellule della linea SW-13, al contrario, l’effetto del 
rosiglitazone appare completamente indipendente da PPAR-γ. 
I livelli di espressione di PPAR-γ sono stati valutati mediante Western blotting, utiliz-
zando un anticorpo specifico diretto contro questa proteina. L’analisi densitometrica ha 
permesso di osservare che il rosiglitazone è in grado di indurre l’espressione di PPAR-γ in 
entrambe le linee cellulari. 
Nelle cellule della linea H295R, i livelli di PPAR-γ aumentano di 1,45 volte a 24 h 
dall’inizio del trattamento (p<0,05) nelle cellule trattate con rosiglitazone rispetto ai con-
trolli. Tale aumento è pari a 1,33 volte a 48 h (p<0,01) e tende a ridursi a 72 h (figura 3.A). 
Nella linea SW-13, il trattamento con rosiglitazone induce un aumento nei livelli di e-
spressione di PPAR-γ rispetto ai controlli pari a 1,46 volte (p<0,01) a 24 e 48 ore 
dall’inizio del trattamento (figura 3.B). anche in questo caso, l’effetto su PPAR-γ tende a 
diminuire dopo 72 h. 
In entrambe le linee cellulari, inoltre, la somministrazione di GW9662 è in grado di inibi-
re l’espressione di PPAR-γ, sia da sola, sia in combinazione con il rosiglitazone (figure 3.A 
e 3.B). 
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Figura 3. I livelli di espressione di PPAR-γ (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-γ) sono stati valuta-
ti nelle cellule delle linee H295R (A) e SW-13 (B) in seguito al trattamento con rosiglitazone, GW9662 
20µM o entrambi, fino a 72 h. Gli estratti proteici totali sono stati sottoposti a Western blotting e l’intensità 
delle bande è stata quantificata utilizzando il software ImageJ, usando la β-actina come normalizzatore. 
Le immagini mostrate sono rappresentative di almeno 3 esperimenti. (*, p<0,05; #, p<0,01) 
 
Questi risultati suggeriscono pertanto che il meccanismo d’azione del rosiglitazone sia 
altamente cellulo-specifico e che delle vie di trasduzione del segnale indipendenti da 
PPAR-γ possano mediare l’effetto del farmaco sulla proliferazione cellulare. 
 
4.1.2. Effetto del rosiglitazone sulla sintesi di DNA e sul ciclo cellulare 
L’analisi del ciclo cellulare nelle linee H295R e SW-13 è stata condotta mediante saggio 
di incorporazione della Bromodeossiuridina (BrdU). 
Nelle cellule H295R, l’effetto del rosiglitazone sulla sintesi del DNA inizia a manifestar-
si a partire da 48 h dall’inizio del trattamento (12% di cellule positive alla BrdU nei trattati 
vs 24% nei controlli) e aumenta fino a 72 h (10%) (figura 4.A). 
Al contrario, nella linea SW-13 la capacità delle cellule di incorporare la BrdU appare 
completamente inibita a partire da 24 h nei campioni trattati con il rosiglitazone (6%) ri-
spetto ai controlli (28%) e tale effetto aumenta nel tempo (5% a 48 h e 1% a 72 h 
dall’inizio del trattamento) (figura 4.B). 
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Figura 4. Il rosiglitazone induce una diminuzione nella sintesi di DNA nelle linee cellulari di carcinoma cor-
ticosurrenalico H295R (A) e SW-13 (B). Le cellule sono state incubate per 30 minuti con Bromodeossiuridi-
na (BrdU) e successivamente analizzate mediante citofluorimetria biparametrica. In alto a sinistra è riportata 
la percentuale di cellule positive alla BrdU, mentre in alto a destra è indicata la distribuzione delle cellule 
nelle diverse fasi del ciclo cellulare. Nella linea SW-13 (B), il rosiglitazone induce un arresto del ciclo cellu-
lare nella fase G1, particolarmente evidenta a 72 h dall’inizio del trattamento. 
I citogrammi riportati sono rappresentativi di 3 esperimenti condotti in duplicato. 
 
L’inibizione della sintesi di DNA osservata in seguito al trattamento con rosiglitazone è 
coerente con una diminuzione delle cellule nella fase S del ciclo cellulare in entrambe le 
linee considerate. Tale effetto è determinato da un accumulo delle cellule nella fase G1 del 
ciclo cellulare, che appare particolarmente evidente nella linea SW-13, dove si osserva un 
blocco del ciclo cellulare nella fase G1 nel 91% delle cellule trattate con rosiglitazone a 72 
h dall’inizio del trattamento (figura 4.B). 
 
4.1.3. Effetto del rosiglitazone sulle proteine regolatrici del ciclo cellulare nella linea 
SW-13 
Poiché il rosiglitazone è in grado di indurre l’arresto del ciclo cellulare nella linea SW-
13, con un significativo accumulo delle cellule nella fase G1, abbiamo analizzato l’effetto 
del farmaco sull’espressione di alcune delle principali proteine che regolano la transizione 
tra la fase G1 e la fase S (checkpoint G1/S). 
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L’analisi per Western blotting condotta su cellule della linea SW-13 sottoposte a tratta-
mento con rosiglitazone 10µM ha evidenziato che il farmaco è in grado di inibire significa-
tivamente l’espressione della ciclina E e della chinasi ad essa associata, cdk2 (figura 5). 
Nel corso della stessa analisi, sono stati inoltre valutati i livelli di attivazione della pro-
teina del retinoblastoma (Rb), uno dei principali target di cdk2, mediante la valutazione dei 
livelli di fosforilazione della Serina-780 di questa proteina. Come atteso, il trattamento con 
rosiglitazone riduce i livelli di proteina Rb fosforilata, confermando quindi una diminuzio-
ne dell’attività del complesso ciclina E-cdk2 (figura 5). 
 
 
 
Figura 5. Il rosiglitazone induce una riduzione nei livelli di espressione delle proteine coinvolte nella pro-
gressione del ciclo cellulare dalla fase G1 alla fase S nella linea SW-13. La somministrazione di RGZ 10µM 
in queste cellule determina un abbassamento nei livelli di ciclina E e cdk2, ed una diminuzione nei livelli di 
fosforilazione in Serina 780 della proteina Rb. 
L’intensità delle bande è stata quantificata utilizzando il software ImageJ, utilizzando la β-actina come nor-
malizzatore. I risultati mostrati sono rappresentativi di almeno 3 esperimenti. 
 
4.1.4. Effetto del rosiglitazone sul processo di morte cellulare per autofagia nella li-
nea H295R 
L’effetto del rosiglitazone sulla morfologia cellulare è stato valutato mediante osserva-
zione al microscopio a contrasto di fase. Dopo 24 ore dall’inizio del trattamento con rosi-
glitazone, è stata osservata la comparsa di numerosi vacuoli nel citoplasma delle cellule 
H295R, il cui numero e volume tendevano ad aumentare nel tempo, infatti a 48 h circa il 
65% delle cellule risultavano vacuolizzate (dati non mostrati). 
Le cellule sono state quindi analizzate al microscopio elettronico a trasmissione per valu-
tare se la formazione di vacuoli in seguito alla somministrazione di rosiglitazone fosse do-
vuta alla presenza di autofagia. Come mostrato nella figura 6, nei campioni trattati con il 
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rosiglitazone è stata rilevata la presenza di vacuoli circondati da una doppia membrana, al 
cui interno si trovavano degli organelli citoplasmatici quasi intatti. Tale morfologia cellula-
re è riconducibile al processo di morte cellulare per autofagia ed è stata riscontrata solo 
nelle cellule sottoposte al trattamento farmacologico, ma non nei controlli. 
 
 
 
Figura 6. L’analisi ultrastrutturale delle cellule H295R sottoposte al trattamento con rosiglitazone 20µM ha 
evidenziato la presenza di cambiamenti morfologici riconducibili al processo di morte cellulare per autofagia. 
L’ingrandimento del processo di vacuolizzazione è mostrato nei riquadri all’interno dei pannelli, mentre le 
frecce indicano la membrana degli autofagosomi presenti nel citoplasma. Per confermare la specificità del 
rosiglitazone relativamente all’induzione del processo autofagico, le cellule sono state trattate anche con 3-
MA (3-metiladenina), una sostanza in grado di inibire l’autofagia prima della formazione dell’autofagosoma. 
Nell’ultima colonna della figura è mostrata l’assenza di vacuoli autofagici nel citoplasma delle cellule trattate 
con 3-MA. 
Le immagini sono rappresentative di almeno 7 osservazioni per campione. 
 
L’analisi ultrastrutturale nelle cellule SW-13 ha evidenziato che in questa linea cellulare 
l’inibizione della proliferazione indotta dal trattamento con rosiglitazone non è seguita da 
morte cellulare per autofagia, infatti non sono state riscontrate differenze morfologiche tra 
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i campioni trattati e quelli di controllo, inoltre non è stata osservata la presenza di vacuoli 
nel citoplasma di queste cellule (dati non mostrati). 
L’osservazione delle cellule al microscopio elettronico ha permesso inoltre di determina-
re l’assenza di morte cellulare per apoptosi in entrambe le linee cellulari studiate, infatti nei 
campioni trattati non è stato possibile osservare la presenza di condensazione della croma-
tina né di frammentazione nucleare, che rappresentano delle caratteristiche tipiche del pro-
cesso apoptotico. Tale dato è stato successivamente confermato mediante saggio TUNEL, 
attraverso il quale è stato possibile determinare che la percentuale di cellule apoptotiche 
nei controlli e nei campioni trattati con rosiglitazone era del tutto paragonabile in entrambe 
le linee cellulari (dati non mostrati). 
Poiché la presenza di un citoscheletro intatto è necessaria durante il processo di morte 
cellulare per autofagia (Bursch et al., 2000), inoltre, i livelli di espressione delle citochera-
tine sono stati valutati nelle cellule della linea H295R sottoposte al trattamento con rosigli-
tazone 20µM. 
L’analisi di Western blotting, condotta su queste cellule utilizzando un anticorpo in grado 
di riconoscere i peptidi 1 (69 kDa), 4 (59 kDa) e 5 (58 kDa), ha dimostrato che il tratta-
mento con rosiglitazone non determina alcun cambiamento nel pattern di espressione delle 
citocheratine (figura 7). 
 
 
 
Figura 7. L’effetto del rosiglitazone sul citoscheletro è stata valutata mediante l’analisi per Western blotting 
della modulazione dei filamenti intermedi nella linea H295R dopo 24, 48 e 72 h dall’inizio del trattamento. 
L’anticorpo anti-pan-citocheratina riconosce i peptidi 1 (69 kDa), 4 (59 kDa) e 5 (58 kDa) e la quantità di ci-
tocheratine totali è stata calcolata come il rapporto tra le intensità delle bande relative ai tre epitopi e la vin-
culina. 
L’immagine è rappresentativa di almeno tre esperimenti indipendenti. 
 
Questi dati confermano quanto precedentemente osservato, infatti durante il processo au-
tofagico i microtubuli ed i filamenti intermedi sono preservati, per permettere la formazio-
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ne dei vacuoli autofagici e consentire il trasporto degli organelli citoplasmatici fino al loro 
sito di degradazione. 
 
4.1.5. Effetto del rosiglitazone sull’attivazione della proteina AMPK 
L’autofagia è un processo che può essere indotto da molteplici stimoli e che attraversa 
diverse fasi, regolate da svariati fattori, tra cui la protein chinasi attivata dall’AMP ciclico 
(AMPK), una proteina coinvolta nell’induzione dell’autofagia, sia direttamente, sia attra-
verso l’inibizione delle vie di sopravvivenza cellulare. Poiché il rosiglitazone è in grado di 
indurre la fosforilazione della subunità catalitica (subunità α) di AMPK (LeBrasseur et al., 
2006), l’effetto del farmaco su questa chinasi è stato valutato nelle cellule della linea 
H295R. 
L’analisi di Western blotting in questa linea cellulare ha evidenziato un aumento della 
forma fosforilata di AMPKα di 1,5 volte nei campioni trattati con rosiglitazone rispetto ai 
controlli (p<0,01), che si mantiene per tutta la durata dell’esperimento, confermando la ca-
pacità del farmaco di attivare questa proteina (figura 8). 
 
 
 
Figura 8. L’effetto del rosiglitazone sull’attivazione di AMPK è stato valutato nella linea cellulare H295R 
mediante analisi per Western blotting, utilizzando un anticorpo in grado di riconoscere la subunità catalitica 
α1 della proteina nella sua forma fosforilata. L’aumento dell’intensità delle bande nei campioni trattati con 
rosiglitazone 20 µM indica che il farmaco è in grado di attivare AMPK. 
I risultati mostrati sono rappresentativi di almeno tre esperimenti. 
 
4.1.6. Attivazione delle proteine coinvolte nelle diverse fasi del processo autofagico 
Poiché il rosiglitazone appare in grado di indurre morte cellulare per autofagia nelle cel-
lule della linea H295R, abbiamo valutato l’effetto del farmaco su due importanti fattori 
coinvolti in diverse fasi del processo autofagico, beclina-1 e LAMP-1 (Lysosome-
Associated Membrane Protein-1). 
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La beclina-1 è una proteina citoplasmatica necessaria per la formazione 
dell’autofagosoma, i cui livelli aumentano durante le prime fasi dell’autofagia. L’analisi 
tramite Western blotting ha dimostrato che i livelli di beclina-1 aumentano nelle cellule 
della linea H295R sottoposte al trattamento con rosiglitazone (figura 9). Tale aumento è 
massimo a 48 h dall’inizio del trattamento, mentre tende a ridursi dopo 72 h. 
Nella linea SW-13, invece, non è stata riscontrata alcuna modulazione nell’espressione 
della beclina-1 a seguito del trattamento con rosiglitazone, indicando che in queste cellule 
il farmaco non ha effetti sulle proteine coinvolte nel processo autofagico (dati non mostra-
ti). 
 
 
 
Figura 9. L’effetto del rosiglitazone sulla proteina beclina-1 è stato valutato nelle cellule della linea H295R a 
24, 48 e 72 h dall’inizio del trattamento, utilizzando la β-actina come normalizzatore. L’aumento dei livelli di 
beclina-1 nei campioni trattati indica che in queste cellule è in corso un processo di morte per autofagia, poi-
ché questa proteina è coinvolta nella formazione dell’autofagosoma. 
L’immagine è rappresentativa di almeno tre esperimenti indipendenti. 
 
Lo stato di LAMP-1 è stato valutato mediante immunofluorescenza nelle cellule trattate 
con il rosiglitazone, poiché questa glicoproteina è coinvolta nel processo di fusione 
dell’autofagosoma con i lisosomi, che costituisce una delle fasi terminali dell’autofagia. 
Nelle cellule della linea H295R, è stato evidenziato un aumento del segnale relativo alla 
proteina LAMP-1, che forma degli aggregati nel citoplasma, evidenti a partire da 48 h 
dall’inizio del trattamento con rosiglitazone (figura 10). 
Questi risultati indicano pertanto che il trattamento farmacologico induce morte cellulare 
per autofagia e stimola la degradazione degli organelli citoplasmatici determinando un au-
mento nel numero e nelle dimensioni dei lisosomi. 
Come atteso, inoltre, nelle cellule della linea SW-13, dove non vi è evidenza di morte per 
autofagia, la localizzazione di LAMP-1 non risulta alterata dal trattamento con rosiglitazo-
ne (dati non mostrati). 
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Figura 10. L’effetto del rosiglitazone sulla proteina LAMP-1 (Lysosome-Associated Membrane Protein-1) è 
stato valutato mediante immunofluorescenza nelle cellule della linea H295R. Le immagini mostrano un au-
mento del segnale di LAMP-1 in seguito al trattamento con il farmaco, indicandone l’aggregazione 
all’interno di strutture citoplasmatiche, gli autofagolisosomi, caratteristiche del processo autofagico. 
Le cellule sono state osservate con un microscopio a fluorescenza ad un ingrandimento di 100x. Le immagini 
sono rappresentative di tre esperimenti condotti in duplicato. 
 
4.1.7. Formazione di specie reattive dell’ossigeno e alterazione del potenziale di 
membrana mitocondriale 
Il processo di autofagia può essere indotto dalla presenza di specie reattive dell’ossigeno 
(ROS), che determinano la degradazione dei mitocondri e dei perossisomi danneggiati at-
traverso questo meccanismo di morte cellulare programmata (Scherz-Shouval e Elazar, 
2007; Chen et al., 2009). 
Poiché l’analisi ultrastrutturale delle cellule H295R sottoposte al trattamento con rosigli-
tazone 20µM ha evidenziato la presenza di mitofagia, ovvero la degradazione dei mitocon-
dri attraverso il processo autofagico, l’effetto del farmaco sulla produzione di ROS è stato 
valutato in questa linea cellulare. 
Come mostrato nella figura 11, il trattamento con rosiglitazone induce un significativo 
aumento delle specie reattive dell’ossigeno, che si evidenzia a partire da 24 h dall’inizio 
del trattamento (28%) e aumenta nel tempo (56% a 48 h e 58% a 72 h). 
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Figura 11. L’analisi citofluorimetrica del contenuto di specie reattive dell’ossigeno (ROS) nelle cellule della 
linea H295R indica che il rosiglitazone induce un aumento dello stress ossidativo a partire da 24 h dall’inizio 
del trattamento, che si mantiene fino alla fine dell’esperimento. 
La figura è rappresentativa di tre esperimenti indipendenti. La percentuale indicata in ogni pannello indica la 
proporzione di cellule positive ai ROS. 
 
L’effetto del rosiglitazone sulla produzione di specie reattive dell’ossigeno è stata valuta-
ta anche nella cellule SW-13, tuttavia non sono state rilevate differenze significative nella 
quantità di ROS nei campioni di controllo e trattati con il rosiglitazone (8% e 6% a 72 h 
dall’inizio del trattamento, rispettivamente) (dati non mostrati). Questi risultati, pertanto, 
indicano che l’inibizione della proliferazione cellulare indotta dal rosiglitazone nelle cellu-
le della linea SW-13 non è imputabile al processo di morte cellulare per autofagia né ad un 
aumento nella produzione di ROS. 
Per delineare in modo più preciso il meccanismo d’azione del rosiglitazone sulle cellule 
della linea H295R, è stata condotta un’analisi citofluorimetrica utilizzando la sonda lipofi-
lica JC-1, che è in grado di indicare variazioni nel potenziale di membrana mitocondriale 
(Δψm) attraverso il cambiamento del proprio spettro di emissione (Paglin et al., 2005). Poi-
ché l’effetto del rosiglitazone sulla produzione di ROS si manifesta a partire da 24 h, le 
cellule H295R sottoposte al trattamento farmacologico sono state analizzate dopo 24 e 48 h 
dall’inizio del trattamento. 
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La figura 12 rappresenta il diagramma di dispersione a punti (DotPlot) relativo alla misu-
razione del potenziale di membrana mitocondriale basata sulle variazioni nello spettro di 
emissione di JC-1. 
Nei campioni di controllo, che presentano mitocondri normalmente polarizzati, JC-1 è 
presente in forma sia monomerica che aggregata, pertanto entrambi gli spettri di emissione 
(verde e arancio-rosso) sono rilevabili (quadrante 1). Al contrario, nei campioni trattati con 
rosiglitazone, la forma monomerica di JC-1 aumenta significativamente, determinando un 
aumento della fluorescenza verde (45% a 24 h e 55% a 48 h; quadrante 4) rispetto ai con-
trolli (3% a 24 h e 9% a 48 h) (p<0,01) ed indicando che in queste cellule è avvenuta una 
notevole depolarizzazione della membrana mitocondriale. 
 
 
 
Figura 12. Le cellule della linea H295R trattate con rosiglitazone 20 µM sono state sottoposte ad analisi cito-
fluorimetrica dopo colorazione con la sonda JC-1, per valutare l’effetto del farmaco sul potenziale di mem-
brana mitocondriale (ψm). Il segnale emesso dai mitocondri normalmente polarizzati è rappresentato nel qua-
drante 1 (fluorescenza verde e arancio-rossa), mentre la percentuale riportata nel quadrante 4 si riferisce alla 
porzione di cellule che emettono la sola fluorescenza verde, tipica dei mitocondri completamente depolariz-
zati. Tale percentuale aumenta significativamente nei campioni sottoposti al trattamento con rosiglitazone 
rispetto ai controlli. 
Le immagini sono state elaborate utilizzando il software MODFIT e sono rappresentative di tre esperimenti 
indipendenti. La depolarizzazione indotta dal trattamento con valinomicina è stata utilizzata come controllo 
positivo per verificare la sensibilità di JC-1. 
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4.2. Miglioramento delle attuali strategie terapeutiche: ruolo di p53 nella risposta 
alla radioterapia 
 
4.2.1. Analisi del gene TP53 
Il gene onco-soppressore TP53 risulta mutato in più del 50% dei tumori umani, compreso 
il carcinoma corticosurrenalico, dove alterazioni a carico di questo gene sono riscontrate 
nei pazienti affetti dalla sindrome di Li-Fraumeni e nel 25-70% dei tumori sporadici degli 
adulti (Libè et al., 2007; Patalano et al., 2009). 
Lo stato del gene TP53 è stato valutato nelle linee cellulari H295R e SW-13, derivanti da 
carcinoma corticosurrenalico umano. In passato, infatti, il nostro gruppo aveva identificato 
una importante delezione nel gene TP53, che interessa gli esoni 8 e 9, nella linea cellulare 
H295R (Cerquetti et al., 2008). Tale delezione è invece assente nella linea SW-13, come 
verificato mediante sequenziamento genico e PCR (figura 13). 
 
 
 
Figura 13. Il gene TP53 presenta una importante delezione che interessa gli esoni 8 e 9 nelle cellule della 
linea H295R. La PCR effettuata a partire dal DNA di queste cellule, utilizzando coppie di primers intronici 
che appaiano fra gli esoni 7 e 8 (senso) e fra gli esoni 9 e 10 (antisenso), ha evidenziato l’assenza di questa 
regione nella linea H295R, che è invece presente nella linea SW-13. L’esone 5 del gene TP53 è stato amplifi-
cato per verificare l’integrità del gene in seguito all’estrazione del DNA. 
L’immagine è rappresentativa di almeno tre esperimenti. 
 
Per valutare l’effetto della delezione identificata nella linea H295R sulla produzione 
dell’mRNA di TP53, è stata effettuata l’analisi della coding sequence del gene. Il sequen-
ziamento genico ha dimostrato che l’mRNA di TP53 trascritto da queste cellule è più corto 
del normale, infatti l’esone 7 è immediatamente seguito dall’esone 10, indicando che la 
perdita degli esoni 8 e 9 altera la sequenza, ma non la stabilità, dell’mRNA del gene (figura 
14.A, in alto). In accordo con tale risultato, l’RT-PCR condotta su queste cellule utilizzan-
do dei primers fiancheggianti la regione degli esoni 8 e 9 ha evidenziato la presenza di un 
amplicone più corto del normale, che manca di 211 paia di basi (figura 14.B). 
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La perdita degli esoni 8 e 9 rappresenta una mutazione frameshift che determina un cam-
biamento nella sequenza aminoacidica di p53 a partire dal codone 261. Lo spostamento del 
codice di lettura, inoltre, provoca l’inserimento di un codone di stop prematuro in posizio-
ne 274 (figura 14.C, in alto). La proteina tradotta a partire da questo mRNA è pertanto una 
proteina tronca, il cui peso molecolare è di circa 44 kDa (figura 14.D). 
Il sequenziamento della coding sequence di TP53 nella linea cellulare SW-13 ha eviden-
ziato la presenza di una mutazione puntiforme nell’esone 6 (r.577c>u) (figura 14.A, in 
basso), che determina una sostituzione aminoacidica in posizione 193 (istidina > tirosina) 
(figura 14.C, in basso). Inoltre, in queste cellule è stata riscontrata la presenza di un poli-
morfismo in posizione 72 (r.215c>g) (figura 14.A, in basso), che provoca la sostituzione di 
una prolina con una arginina (figura 14.C, in basso). La proteina p53 in queste cellule ha 
un peso molecolare normale (figura 14.D) ed è over-espressa rispetto ad altre linee cellulari 
che esprimono la forma wild type di p53 (dati non mostrati). 
 
 
 
Figura 14. Il sequenziamento genico della sequenza codificante del gene TP53 nelle cellule H295R e SW-13 
ha evidenziato la presenza di una importante delezione nella linea H295R (A, in alto), che interessa 211 paia 
di basi. Nella linea SW-13 (A, in basso) è stata riscontrata la presenza di un polimorfismo nell’esone 4 
(r.215c>g) e di una mutazione puntiforme nell’esone 6 (r.577c>u). L’RT-PCR condotta su queste linee cel-
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lulari ha evidenziato la presenza di un prodotto più corto nella linea H295R, a causa della perdita degli esoni 
8 e 9 del gene (B; marker 1Kb plus). 
Sulla base dei risultati del sequenziamento genico è stata predetta la sequenza aminoacidica della proteina 
p53. Nella linea H295R, la delezione degli esoni 8 e 9 provoca uno slittamento del codice di lettura a partire 
dall’aminoacido 261, con la formazione di un codone di stop prematuro in posizione 274 (C, in alto). La pro-
teina tradotta manca pertanto del dominio C-terminale e risulta più corta del normale, infatti il suo peso mo-
lecolare è di circa 44 kDa (D). Nella linea cellulare SW-13, la mutazione puntiforme riscontrata determina la 
sostituzione di un’istidina con una tirosina in posizione 193, nel sito di legame al DNA di p53 (C, in basso). 
 
4.2.2. Effetto di p53 wild type sulla proliferazione cellulare e nella risposta alle radia-
zioni ionizzanti 
Per determinare l’effetto delle mutazioni di TP53 identificate nelle linee cellulari H295R 
e SW-13 sulla proliferazione cellulare, le cellule sono state trasfettate transientemente con 
il vettore pBABE-neo-p53, esprimente la forma wild type del gene (WT). L’effetto sulla 
proliferazione è stato valutato a 24, 48 e 72 h dalla trasfezione, utilizzando come controllo 
cellule trasfettate con il vettore vuoto pBABE-neo (mock). L’effetto del ripristino di p53wt 
è stato valutato anche in risposta all’irraggiamento, poiché entrambe le linee cellulari risul-
tano resistenti al trattamento con radiazioni ionizzanti ad una dose di 6 Gy (Cerquetti et al., 
2008; Cerquetti et al., 2010). 
La stessa analisi è stata condotta anche sulla linea cellulare radioresistente SK-OV-3, che 
è stata utilizzata come controllo poiché queste cellule non esprimono la proteina p53 (Ya-
ginuma e Westphal, 1992). 
Nella linea cellulare H295R (figura 15.A), non è stato osservato un effetto significativo 
sulla proliferazione cellulare nei campioni esprimenti la forma wild type di p53 rispetto a 
quelli trasfettati con il vettore vuoto (-9% dopo 72 h), indicando che p53 da sola non è in 
grado di indurre un arresto della proliferazione in queste cellule. Inoltre, il trattamento con 
radiazioni ionizzanti non determina un’inibizione della proliferazione cellulare nei cam-
pioni trasfettati con il vettore vuoto (-4% dopo 72 dalla trasfezione). Al contrario, nei cam-
pioni in cui è stata over-espressa la forma wild type di TP53, l’effetto dell’irraggiamento 
sulla proliferazione cellulare risulta evidente a partire da 48 h dalla trasfezione (-18% ri-
spetto ai campioni irraggiati trasfettati con il vettore vuoto; p<0,05) e aumenta a 72 h (-
25%; p<0,01). 
Nella linea cellulare SW-13 (figura 15.B) sono stati ottenuti dei risultati analoghi, infatti 
le cellule trasfettate con il vettore vuoto o con il vettore esprimente p53wt mostrano un tas-
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so di proliferazione simile. Inoltre, anche in questo caso i campioni trasfettati con il vettore 
vuoto non risentono del trattamento con radiazioni ionizzanti. Quando in queste cellule è 
over-espressa la forma wild type di TP53, invece, si osserva un forte effetto sulla prolifera-
zione cellulare (-28%; p<0,05), che si evidenzia a partire da 48 h dalla trasfezione (24 h 
dall’irraggiamento) e che aumenta nel tempo, infatti dopo 48 h dall’irraggiamento le cellu-
le trasfettate con pBABE-neo-p53 risultano inibite del 31% rispetto a quelle trasfettate con 
il vettore vuoto (p<0,01). 
Nelle cellule della linea SK-OV-3 (figura 15.C), l’effetto del ripristino di p53 sulla proli-
ferazione cellulare è leggermente più forte rispetto alle linee H295R e SW-13, tuttavia 
l’inibizione della crescita non supera il 17% dopo 72 h dalla trasfezione. Al contrario, 
l’effetto delle radiazioni ionizzanti in queste cellule è piuttosto marcato ed è rilevabile a 
partire da 24 h dal trattamento (-27% nei campioni trasfettati con il vettore vuoto rispetto al 
controllo non irraggiato; p<0,05). Tale effetto aumenta nel tempo, infatti dopo 48 h 
dall’irraggiamento le cellule risultano inibite del 35% (p<0,01). Anche in questo caso, tut-
tavia, le cellule trasfettate con il vettore pBABE-neo-p53 risultano maggiormente inibite in 
seguito al trattamento con radiazioni ionizzanti (-20% rispetto ai campioni irraggiati tra-
sfettati con il vettore vuoto dopo 24 h dal trattamento; p<0,01) e tale effetto persiste fino 
alla fine dell’esperimento (-28%; p<0,01). 
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Figura 15. La proliferazione cellulare è stata valutata nelle cellule delle linee H295R (A), SW-13 (B) e SK-
OV-3 (C) trasfettate con un vettore vuoto (mock) o con un vettore esprimente la forma wild type del gene 
TP53 (WT), dopo 24, 48 e 72 h dalla trasfezione. Le stesse cellule sono state sottoposte anche al trattamento 
con radiazioni ionizzanti ad una dose di 6 Gy, dopo 24 ore dalla trasfezione con uno dei due vettori. Il ripri-
stino della funzione di p53 non determina un effetto significativo sulla crescita cellulare, mentre la presenza 
di una p53 funzionale appare fondamentale nell’indurre un arresto della proliferazione in risposta 
all’irraggiamento. In tutte e tre le linee cellulari, l’effetto del trattamento si manifesta a partire da 48 h dalla 
trasfezione e aumenta a 72 h. 
I risultati mostrati rappresentano la media ± D.S. di almeno tre esperimenti condotti in duplicato. 
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Questi risultati indicano che il ripristino dell’espressione di TP53 nelle cellule delle linee 
H295R e SW-13 non è sufficiente per determinare un effetto significativo sulla prolifera-
zione cellulare; tuttavia, la presenza della forma wild type di p53 appare fondamentale per 
la risposta alle radiazioni ionizzanti in queste cellule, infatti nei campioni trasfettati con il 
vettore vuoto l’effetto dell’irraggiamento è minimo, mentre le cellule esprimenti p53wt ri-
sultano significativamente inibite in seguito al trattamento. 
Nelle cellule SK-OV-3, l’effetto delle radiazioni ionizzanti è più forte rispetto alle altre 
linee cellulari, anche nei campioni trasfettati con il vettore vuoto, indicando che queste cel-
lule sono più sensibili all’irraggiamento rispetto alle linee di carcinoma corticosurrenalico. 
Nonostante ciò, l’inibizione della proliferazione maggiore si osserva anche in questo caso 
nei campioni che esprimono la forma wild type di p53, indicando che questa proteina è 
coinvolta nella risposta alle radiazioni ionizzanti anche nelle cellule della linea SK-OV-3. 
 
4.2.3. Effetto delle radiazioni ionizzanti sulla stabilizzazione di p53 
I livelli di espressione di p53 sono stati valutati mediante RT-PCR e Western blotting 
dopo 72 h dalla trasfezione con il vettore vuoto (mock) o con il vettore pBABE-neo-p53 
(WT) (48 h dall’irraggiamento) nelle cellule delle linee H295R, SW-13 e SK-OV-3, poiché 
l’effetto sulla proliferazione cellulare è risultato più forte a questo tempo per tutte e tre le 
linee. 
L’RT-PCR ha confermato che il gene TP53 è over-espresso in tutti i campioni trasfettati 
con il vettore pBABE-neo-p53, irraggiati e non. L’mRNA di TP53 è espresso 5 volte di più 
rispetto ai campioni trasfettati con il vettore vuoto nelle cellule H295R (figura 16.A) e 3 
volte di più nella linea SW-13 (figura 16.C). Nelle cellule SK-OV-3, invece, l’mRNA di 
TP53 non è rilevabile nei campioni trasfettati con il vettore vuoto (figura 16.E), in accordo 
con quanto descritto da Yaginuma e Westphal (1992). 
In tutte e tre le linee cellulari analizzate, comunque, i livelli di mRNA di TP53 non risul-
tano influenzati dal trattamento con radiazioni ionizzanti. Al contrario, i livelli della pro-
teina p53 risultano significativamente maggiori nei campioni trasfettati con il vettore 
pBABE-neo-p53 sottoposti ad irraggiamento, rispetto ai non irraggiati. Nella linea cellula-
re H295R, infatti, i livelli di p53wt aumentano di circa 3 volte in seguito al trattamento con 
radiazioni ionizzati, mentre i livelli della proteina p53 mutata (p53Δ8-9) non sono influenza-
ti dall’irraggiamento (figura 16.B). Nella linea SW-13, è stato osservato un aumento dei 
livelli di p53 di 1,3 volte nei campioni trasfettati con pBABE-neo-p53 irraggiati rispetto a 
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quelli esprimenti la forma wild type di p53 non sottoposti al trattamento (figura 16.D). Nel-
le cellule della linea SK-OV-3, analogamente, i livelli di p53 risultano aumentati di 1,5 
volte nei campioni irraggiati rispetto ai non trattati (figura 16.F). 
 
 
 
Figura 16. I livelli di espressione del gene TP53 e della proteina p53 sono stati valutati mediante RT-PCR e 
Western blotting nelle cellule delle linee H295R (A,B), SW-13 (C,D) e SK-OV-3 (E,F) trasfettate con un vet-
tore vuoto (mock) o esprimente p53wt (WT), irraggiate e non. L’mRNA di TP53 aumenta significativamente 
nei campioni trasfettati con il vettore pBABE-neo-p53, tuttavia non risulta modulato dal trattamento con ra-
diazioni ionizzanti (A,C,E). Al contrario, i livelli della proteina p53 aumentano significativamente a seguito 
dell’irraggiamento, indicandone la stabilizzazione (B,D,F). 
Le immagini sono rappresentative di almeno tre esperimenti indipendenti. 
 
L’aumento dei livelli della proteina p53 osservato nei campioni sottoposti al trattamento 
con radiazioni ionizzanti non è dovuto ad un aumento nell’espressione di TP53, poiché i 
livelli di mRNA non appaiono influenzati dall’irraggiamento. Poiché l’attivazione di p53 
in seguito ad uno stress genotossico determina la stabilizzazione della proteina ed il suo 
accumulo a livello citoplasmatico e nucleare (Millau et al., 2009), l’aumento dei livelli di 
p53 rilevato in seguito al trattamento con radiazioni ionizzanti può essere interpretato come 
indicativo di un’attivazione della proteina e ciò spiegherebbe l’effetto sulla proliferazione 
cellulare osservato solo nei campioni sottoposti ad irraggiamento. 
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4.2.4. Valutazione della morte cellulare 
Poiché p53 è un noto onco-soppressore, in grado di stimolare il processo apoptotico in ri-
sposta ad uno stress genotossico (Millau et al., 2009), la presenza di apoptosi è stata valu-
tata mediante saggio TUNEL nelle linee cellulari H295R, SW-13 e SK-OV-3 trasfettate 
con il vettore vuoto (mock) o con il vettore esprimente p53wt (WT), irraggiate e non. 
Come atteso, nei campioni non sottoposti al trattamento con radiazioni ionizzanti non è 
stato possibile rilevare la presenza di cellule apoptotiche, indipendentemente dallo stato di 
p53 (dati non mostrati). Analogamente, nei campioni trasfettati con il vettore vuoto e ir-
raggiati la percentuale di apoptosi è risultata molto bassa; al contrario, le cellule esprimenti 
la forma wild type di p53 sono risultate positive alla colorazione con il TUNEL in seguito 
all’irraggiamento in tutte e tre le linee cellulari (figura 17.A), indicando che la presenza 
della proteina funzionale è necessaria per l’induzione della morte cellulare per apoptosi in 
risposta alla radioterapia. 
La presenza di apoptosi è rilevabile a partire da 48 h dalla trasfezione con il costrutto e-
sprimente p53wt e aumenta dopo 72 h dalla trasfezione (48 h dall’irraggiamento) in tutte e 
tre le linee cellulari (figura 17.A,B). La percentuale di cellule apoptotiche nella linea 
H295R aumenta significativamente nelle cellule trasfettate con il vettore pBABE-neo-p53 
rispetto ai campioni trasfettati con il vettore vuoto (di 3 volte a 48 h e di 4 volte a 72 h dal-
la trasfezione; p<0,05) (figura 17.B). Analogamente, nella linea cellulare meno differenzia-
ta, SW-13, è stato osservato una aumento dell’apoptosi di 2 volte a 48 h dalla trasfezione 
(p<0,05) e di 4 volte a 72 h (p<0,01) nelle cellule irraggiate esprimenti p53wt rispetto al 
controllo (figura 17.B). 
Nella linea cellulare SK-OV-3, infine, il trattamento con una dose di radiazioni ionizzanti 
pari a 6Gy non appare in grado di indurre morte cellulare nei campioni trasfettati con il 
vettore vuoto, nonostante l’effetto precedentemente osservato sulla proliferazione cellulare, 
mentre nelle cellule esprimenti p53wt, l’apoptosi aumenta di 2 volte a 48 h e di 3,5 volte a 
72 h dalla trasfezione (p<0,05) (figura 17.B). 
Diversi studi hanno dimostrato che p53 è in grado di inibire l’espressione del gene anti-
apoptotico BCL2 in risposta ad uno stress genotossico (Haldar et al., 1994; Miyashita et 
al., 1994; Hemann e Lowe, 2006). Per questo motivo, sono stati condotti degli esperimenti 
di RT-PCR per valutare eventuali cambiamenti nei livelli di mRNA di BCL2 in seguito 
all’irraggiamento nelle cellule trasfettate con il vettore vuoto (mock) o con il vettore pBA-
BE-neo-p53. 
 70 
In tutte e tre le linee cellulari considerate, è stata osservata una diminuzione nei livelli di 
espressione di BCL2 nei campioni irraggiati solo quando era presente la forma wild type di 
p53, mentre l’mRNA del gene rimaneva costante nelle cellule trasfettate con il vettore vuo-
to. Compatibilmente con i risultati del saggio TUNEL, l’espressione di BCL2 diminuisce a 
partire da 48 h dalla trasfezione con il vettore esprimente p53wt e appare ulteriormente ri-
dotta dopo 72 h (figura 17.C,D,E). 
 
 
 
Figura 17. Le cellule delle linee H295R, SW-13 e SK-OV-3 trasfettate con i vettori pBABE-neo (mock) o 
pBABE-neo-p53 (WT) e sottoposte al trattamento con radiazioni ionizzanti alla dose di 6 Gy sono state ana-
lizzate mediante saggio TUNEL per valutare la presenza di apoptosi (A) (n=6). La percentuale di cellule a-
poptotiche è stata valutata comparando le cellule positive al TUNEL (nuclei verdi) con le cellule totali, colo-
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rate con Hoechst 33342 (nuclei blu). In tutte e tre le linee considerate, la percentuale di apoptosi aumenta si-
gnificativamente nelle cellule esprimenti p53wt, rispetto a quelle trasfettate con il vettore vuoto (B). Tale ef-
fetto è visibile a partire da 48 h dalla trasfezione e aumenta nel tempo (A,B). L’effetto del ripristino di p53 
sull’espressione del gene anti-apoptotico BCL2 è stata valutata nelle cellule H295R (C), SW-13 (D) e SK-
OV-3 (E) mediante RT-PCR. In tutte e tre le linee considerate, è stata osservata una significativa diminuzione 
nei livelli di mRNA di BCL2 in seguito all’irraggiamento nei campioni esprimenti la forma wild type di p53 e 
tale effetto aumenta nel tempo. 
Le immagini sono rappresentative di almeno tre esperimenti. (*, p<0,05; #, p<0,01) 
 
Questi risultati confermano quindi che la presenza della forma wild type di p53 è neces-
saria per l’induzione dell’apoptosi e l’inibizione di BCL2 in risposta all’irraggiamento nel-
le linee cellulari H295R e SW-13. I risultati relativi alla morte cellulare e all’espressione di 
BCL2 nei campioni trasfettati con il vettore vuoto, inoltre, sono comparabili con quelli ot-
tenuti nella linea SK-OV-3, indicando che i mutanti di p53 espressi nelle cellule H295R e 
SW-13 costituiscono delle forme non funzionali della proteina, che non vengono influenza-
te dal trattamento con le radiazioni ionizzanti. 
 
4.2.5. Effetto sull’espressione di IGF2 
IGF-II costituisce il principale marker di malignità nei tumori della corteccia surrenale 
(Gicquel et al., 2001; de Reyniès et al., 2009) e la sua espressione è altamente regolata da 
p53 (Zhang et al., 1996; Park et al., 2005). Poiché nelle linee cellulari derivanti da carci-
noma corticosurrenalico, H295R e SW-13, p53wt risulta in grado di inibire la proliferazione 
cellulare e indurre apoptosi in risposta al trattamento con radiazioni ionizzanti, l’effetto 
dell’attivazione di p53 sull’espressione di IGF2 è stato valutato in queste cellule. 
L’analisi di RT-PCR ha dimostrato che nella linea cellulare H295R il trattamento con ra-
diazioni ionizzanti non determina una variazione dei livelli di mRNA di IGF2 nei campio-
ni trasfettati con il vettore vuoto. Al contrario, nelle cellule esprimenti la forma wild type di 
TP53, l’espressione di IGF2 si riduce a partire da 48 h dalla trasfezione (24 h 
dall’irraggiamento) e diminuisce ulteriormente a 72 h dalla trasfezione (-42%; p<0,01) (fi-
gura 18.A). 
Nella linea cellulare SW-13, il gene IGF2 è espresso in misura notevolmente inferiore ri-
spetto alla linea H295R (dati non mostrati). Nonostante ciò, anche in questo caso l’over-
espressione di p53wt determina una significativa diminuzione nei livelli di mRNA di IGF2, 
che risulta più forte a 72 h dalla trasfezione (-35%; p<0,05). Come atteso, inoltre, il tratta-
 72 
mento con radiazioni ionizzanti non influenza l’espressione di IGF2 nei campioni trasfetta-
ti con il vettore vuoto (figura 18.B). 
 
 
 
Figura 18. I livelli di espressione di IGF2 sono stati valutati nelle cellule delle linee H295R (A) e SW-13 (B) 
sottoposte al trattamento con radiazioni ionizzanti alla dose di 6 Gy dopo 48 e 72 h dalla trasfezione con il 
vettore vuoto (mock) o con il vettore esprimente la forma wild type di TP53 (WT). In entrambe le linee cellu-
lari, l’mRNA di IGF2 appare fortemente diminuito nei campioni in cui è stata reintrodotta p53wt, mentre si 
mantiene costante nei campioni trasfettati con il vettore vuoto. L’effetto si manifesta a partire da 48 h e au-
menta nel tempo. 
Le immagini sono rappresentative di almeno tre esperimenti indipendenti. (*, p<0,05; #, p<0,01) 
 
4.2.6. Effetto sull’attivazione di Akt 
La proteina Akt (o PKB, Protein Chinasi B) è un fattore anti-apoptotico che risulta fre-
quentemente iper-attivato nei tumori e rappresenta uno dei principali mediatori della via di 
trasduzione del segnale mediata da IGF-II. Akt risulta costitutivamente attiva nel carcino-
ma corticosurrenalico, probabilmente a causa dell’over-espressione di IGF2 (Fassnacht et 
al., 2005; Barlaskar et al., 2009). Considerato l’effetto inibitorio di p53wt sull’espressione 
di IGF2, l’effetto del ripristino di p53 sull’attivazione di Akt in risposta al trattamento con 
radiazioni ionizzanti è stato valutato nelle linee cellulari H295R e SW-13. 
I livelli della proteina Akt e della sua forma attiva, fosforilata in serina 473, sono stati va-
lutati tramite Western blotting nei campioni trasfettati con il vettore vuoto (mock) o con il 
vettore pBABE-neo-p53 (WT) in seguito ad irraggiamento. In entrambe le linee cellulari, 
H295R (figura 19.A) e SW-13 (figura 19.B), il segnale relativo alla forma fosforilata di 
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Akt è apparso diminuito in seguito al trattamento con radiazioni ionizzanti nei campioni 
esprimenti p53wt, rispetto ai campioni trasfettati con il vettore vuoto. Tale effetto è eviden-
te a partire da 48 h dalla trasfezione (-16% nella linea H295R e -17% nella linea SW-13; 
p<0,05) ed aumenta a 72 h dalla trasfezione (-53% nella linea H295R e -51% nella linea 
SW-13; p<0,01), in accordo con gli effetti osservati sulla proliferazione cellulare e 
l’apoptosi. 
Questi risultati indicano quindi che l’attivazione di p53 a seguito del trattamento con ra-
diazioni ionizzanti è in grado di inibire Akt, attraverso un meccanismo che ne impedisce la 
fosforilazione e la conseguente attivazione, piuttosto che l’espressione, infatti in tutti i 
campioni è riscontrabile la presenza della proteina Akt, i cui livelli non vengono influenza-
ti dall’irraggiamento né dallo stato di p53 (figura 19.A,B). 
 
 
 
Figura 19. I livelli della proteina Akt e della sua forma attiva, Akt-pSer473, sono stati analizzati mediante 
Western blotting nelle cellule delle linee H295R (A) e SW-13 (B) sottoposte al trattamento con radiazioni 
ionizzanti, dopo 48 e 72 h dalla trasfezione con un vettore vuoto (mock) o un vettore esprimente p53wt. Akt è 
presente in tutti i campioni e la sua espressione non risulta alterata dall’irraggiamento, indipendentemente 
dallo stato di p53. Al contrario, i livelli di fosforilazione della proteina diminuiscono in risposta al trattamen-
to con radiazioni ionizzanti nei campioni trasfettati con il vettore pBABE-neo-p53, indicando che p53wt è in 
grado di impedire l’attivazione di Akt in risposta all’irraggiamento in entrambe le linee cellulari. 
Le immagini sono rappresentative di almeno tre esperimenti indipendenti. (*, p<0,05; #, p<0,01) 
 
4.2.7. Effetto di p53wt su HIF-1α 
I tumori maligni della corteccia surrenalica sono caratterizzati dall’over-espressione di 
alcuni fattori di crescita, tra cui VEGF, la cui espressione è stimolata dal fattore indotto 
 74 
dall’ipossia, HIF-1 (Lee et al., 2004; Libè et al., 2007; Weidemann e Johnson, 2008). 
L’attivazione della subunità α di HIF-1 è stimolata dalla via di trasduzione del segnale di 
IGF-II e Akt, mentre è inibita da p53 (Feldser et al., 1999; Jiang et al., 2001; Fels e Kou-
menis, 2005; Yamakuchi et al., 2010). 
La regolazione di HIF-1α nel carcinoma corticosurrenalico è tuttora sconosciuta, pertanto 
lo stato di questa proteina è stato valutato nelle linee cellulari H295R e SW-13. L’analisi 
per immunofluorescenza condotta su queste cellule ha evidenziato la presenza di HIF-1α in 
entrambe le linee cellulari (figura 20.A). Inoltre, esso appare localizzato prevalentemente 
nel nucleo, suggerendone quindi l’attivazione, infatti in condizioni normali HIF-1α è sotto-
posto ad una rapida degradazione a livello citoplasmatico, mentre durante l’ipossia esso 
viene attivato e trasloca nel nucleo, dove induce la trascrizione di geni coinvolti nella proli-
ferazione e nella sopravvivenza cellulare (Lee et al., 2004; Weidemann e Johnson, 2008). 
L’analisi per Western blotting, condotta su estratti proteici nucleari e citoplasmatici delle 
linee H295R e SW-13, ha confermato la presenza di HIF-1α nel nucleo di queste cellule, 
mentre il segnale a livello citoplasmatico non appare rilevabile (figura 20.B). 
 
 
 
Figura 20. Analisi dello stato di HIF-1α nelle cellule H295R e SW-13, valutato per immunofluorescenza (A) 
e Western blotting (B). Le immagini mostrano la presenza di un segnale per HIF-1α in entrambe le linee cel-
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lulari, localizzato prevalentemente a livello del nucleo, indicando che in queste cellule il meccanismo di re-
golazione di HIF-1α è perso, consentendo l’attivazione e l’accumulo di questo fattore nel nucleo. 
Le immagini sono rappresentative di tre esperimenti condotti in duplicato. 
 
In precedenza è stato dimostrato come nelle linee cellulari di carcinoma corticosurrenali-
co il trattamento con radiazioni ionizzanti sia in grado di attivare la proteina p53wt, indu-
cendo arresto della proliferazione e morte cellulare per apoptosi. Il ripristino di p53 deter-
mina inoltre una diminuzione nei livelli di espressione di IGF2, uno dei principali attivatori 
di HIF-1α. Alcuni studi hanno inoltre dimostrato che p53 è in grado di indurre un effetto 
inibitorio diretto su HIF-1α, impedendone l’attivazione (Fels e Koumenis, 2005; Yamaku-
chi et al., 2010). 
Le cellule delle linee H295R e SW-13 sono state pertanto sottoposte ad analisi per im-
munofluorescenza diretta contro HIF-1α in seguito alla trasfezione con un vettore vuoto 
(mock) o con un vettore esprimente p53wt (WT) ed al trattamento con radiazioni ionizzanti. 
Lo scopo di tale indagine era quello di valutare la capacità di p53wt di bloccare 
l’attivazione di HIF-1α, impedendone quindi la traslocazione a livello nucleare e provo-
candone l’accumulo a livello citoplasmatico, dove HIF-1α viene poli-ubiquitinato e suc-
cessivamente degradato a livello proteasomico. 
Diversamente da quanto atteso, tuttavia, l’analisi per immunofluorescenza ha evidenziato 
che l’attivazione di p53wt non causa un cambiamento nella localizzazione di HIF-1α; al 
contrario, è stata osservata una notevole riduzione del segnale di HIF-1α in entrambe le li-
nee cellulari (figura 21), suggerendo quindi che p53 sia in grado di inibire l’espressione di 
HIF-1α, oltre che la sua attivazione. 
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Figura 21. L’analisi per immunofluorescenza condotta sulle cellule delle linee H295R e SW-13 ha eviden-
ziato che la trasfezione di p53wt (WT) ed il successivo trattamento con radiazioni ionizzanti determina una 
riduzione del segnale relativo ad HIF-1α a partire da 48 h dalla trasfezione, mentre nei campioni trasfettati 
con il vettore vuoto (mock), HIF-1α è fortemente espresso e risulta localizzato prevalentemente a livello nu-
cleare. 
Le immagini sono rappresentative di tre esperimenti indipendenti, condotti in duplicato. 
 
A conferma di ciò, le cellule delle linee H295R e SW-13 trasfettate con i vettori pBABE-
neo (mock) e pBABE-neo-p53 (WT) ed irraggiate sono state sottoposte ad analisi tramite 
RT-PCR, per valutare l’effetto dell’attivazione di p53wt sull’espressione e l’attività trascri-
zionale di HIF-1α. 
Nelle cellule della linea H295R (figura 22.A), la reintroduzione di p53wt determina una 
riduzione nei livelli di espressione di HIF-1α in seguito all’irraggiamento, a partire da 48 h 
dalla trasfezione (-22%; p<0,05) e tale effetto aumenta nel tempo (-63% a 72 h; p<0,01). 
La riduzione di HIF-1α è associata ad una diminuzione nei livelli di espressione di VEGF-
A, uno dei suoi principali bersagli trascrizionali. L’effetto sull’espressione di VEGF-A è e-
vidente a partire da 48 h dalla trasfezione di TP53 (-25%; p<0,05) e aumenta a 72 h dalla 
trasfezione (-64%; p<0,01). 
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Nella linea cellulare SW-13 (figura 22.B), analogamente, i livelli di espressione di HIF-
1α e VEGF-A appaiono diminuiti nei campioni trasfettati con il vettore esprimente la forma 
wild type di TP53 rispetto ai campioni di controllo. L’effetto di p53wt su HIF-1α è molto 
forte già a partire da 48 h dalla trasfezione (-52%; p<0,01) e si mantiene costante fino a 72 
h (-55%; p<0,01). Similmente, l’effetto su VEGF-A è evidente a partire da 48 h (-37%; 
p<0,01) e aumenta nel tempo (-43%; p<0,01). 
 
 
 
Figura 22. L’effetto di p53wt sull’espressione di HIF-1α e VEGF-A è stato valutato nelle cellule delle linee 
H295R (A) e SW-13 (B) sottoposte al trattamento con radiazioni ionizzanti. L’analisi per RT-PCR ha dimo-
strato che in entrambe le linee cellulari l’attivazione di p53 in seguito all’irraggiamento determina una dimi-
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nuzione nei livelli di espressione di HIF-1α, a partire da 48 h dalla trasfezione (24 h dall’irraggiamento), e 
che tale effetto aumenta nel tempo. L’inibizione di HIF-1α è associata ad una riduzione nei livelli di espres-
sione di VEGF-A, uno dei suoi principali bersagli trascrizionali. 
I dati mostrati rappresentano la media ± D.S. di almeno tre esperimenti indipendenti. (*, p<0,05; #, p<0,01) 
 
Questi risultati indicano pertanto che l’attivazione di p53 a seguito del trattamento con 
radiazioni ionizzanti è in grado di reprimere l’espressione di HIF-1α nelle due linee cellu-
lari derivate da carcinoma corticosurrenalico, determinando inoltre una significativa ridu-
zione nei livelli di espressione di VEGF-A, uno dei principali fattori di crescita over-
espressi in questo tipo di neoplasia. 
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5. Discussione 
 
Il lavoro svolto durante il periodo di Dottorato di Ricerca è stato finalizzato 
all’approfondimento delle attuali conoscenze relative alle possibili strategie terapeutiche 
per la cura del carcinoma corticosurrenalico, attraverso due diversi tipi di approccio: da un 
lato, l’identificazione di una nuova opzione terapeutica basata sull’impiego di un farmaco, 
il rosiglitazone, normalmente utilizzato per la cura del diabete mellito di tipo 2, la cui effi-
cacia anti-neoplastica è già stata dimostrata in altri tipi di cancro; dall’altro, il migliora-
mento delle attuali terapie in uso per il carcinoma corticosurrenalico, in particolare la ra-
dioterapia. 
Il rosiglitazone è un ligando di PPAR-γ appartenente alla famiglia dei tiazolidinedioni. 
La scelta di questa molecola come potenziale farmaco anti-tumorale nei casi di carcinoma 
corticosurrenalico deriva dall’osservazione che gli agonisti di PPAR-γ sono in grado di in-
durre morte cellulare in diversi tipi di cancro (Kubota et al., 1998; Heaney et al., 2003; Pé-
rez-Ortiz et al., 2004; Lu et al., 2005; Copland et al., 2006; Han e Roman, 2006; Weng et 
al., 2006; Lin et al., 2007). L’espressione di PPAR-γ è stata dimostrata in una casistica di 
carcinomi corticosurrenalici e nella linea cellulare H295R (Betz et al., 2005; Ferruzzi et 
al., 2005), inoltre l’inibizione della proliferazione indotta dai tiazolidinedioni in modelli 
cellulari di ACC è stata precedentemente osservata da altri autori, tuttavia il meccanismo 
d’azione degli agonisti di PPAR-γ nell’ambito di questa neoplasia non è ancora stato del 
tutto chiarito (Betz et al., 2005; Ferruzzi et al., 2005; Cantini et al., 2008). 
Nel corso dello studio, l’effetto del rosiglitazone è stato valutato in due modelli cellulari 
di carcinoma corticosurrenalico, H295R e SW-13. Il farmaco è risultato in grado di inibire 
la proliferazione cellulare in entrambe le linee e di indurre l’attivazione di PPAR-γ, mentre 
la somministrazione dell’antagonista di PPAR-γ GW9662 determina una riduzione dei li-
velli del recettore, sia rispetto ai campioni di controllo, sia rispetto alle cellule trattate con 
il rosiglitazone. 
Il trattamento con GW9662 in combinazione con il rosiglitazone, tuttavia, non è in grado 
di contrastare completamente l’effetto del farmaco, infatti nella linea cellulare H295R è 
stata osservata una parziale ripresa della crescita cellulare, che tuttavia risulta inibita rispet-
to ai campioni di controllo. Nelle cellule della linea SW-13, al contrario, il trattamento con 
i due farmaci in combinazione determina un effetto sulla proliferazione del tutto simile a 
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quello indotto dal solo rosiglitazone. Tali risultati indicano quindi che il rosiglitazone agi-
sce nei due diversi modelli cellulari attraverso meccanismi molecolari indipendenti da 
PPAR-γ, nonostante l’effetto stimolante esercitato su questo recettore. 
La capacità del rosiglitazone di esercitare un effetto anti-tumorale attraverso vie di tra-
sduzione del segnale indipendenti da PPAR-γ è stata dimostrata in diversi modelli di can-
cro. Esperimenti condotti su linee cellulari che esprimono bassi livelli di PPAR-γ, quali 
LNCaP, derivanti da carcinoma prostatico, e MCF7, originarie da carcinoma della mam-
mella, hanno infatti dimostrato che queste cellule sono più sensibili al trattamento con tia-
zolidinedioni rispetto ad altre linee cellulari derivate dagli stessi tumori, PC3 e MDA-MB-
321, che presentano elevati livelli di PPAR-γ (Huang et al., 2005; Shiau et al., 2005). Gli 
effetti PPAR-γ-indipendenti dei tiazolidinedioni riscontrati in vitro sono inoltre molteplici 
e differiscono a seconda del modello cellulare considerato (Brunmair et al., 2004; Han e 
Roman, 2006; LeBrasseur et al., 2006). 
In accordo con altri autori (Lu et al., 2005; Weng et al., 2006), il rosiglitazone appare in 
grado di indurre una de-regolazione del ciclo cellulare nella linea cellulare SW-13, che 
comporta un blocco di queste cellule nella fase G0/G1. Tale effetto è correlato con un ab-
bassamento dei livelli della ciclina E e di Cdk2, che determina una minore attività del 
complesso ciclina-chinasi, come dimostrato dalla riduzione nei livelli di fosforilazione del-
la proteina Rb. 
L’effetto del trattamento sul ciclo cellulare nelle cellule SW-13 è correlato con una forte 
inibizione della proliferazione cellulare, tuttavia non appare sufficiente per indurre morte 
cellulare. Nella linea cellulare H295R, invece, il rosiglitazone è in grado di stimolare il 
processo di morte cellulare per autofagia, che appare evidente ad una analisi ultrastruttura-
le di queste cellule. Le analisi di Western blotting e immunofluorescenza condotte per va-
lutare l’effetto del farmaco sulle diverse proteine coinvolte nel processo di autofagia hanno 
confermato che il rosiglitazone esercita un effetto di stimolazione sulla via di segnalazione 
che conduce alla morte cellulare, attraverso un meccanismo molecolare che coinvolge la 
proteina AMPK. 
La protein-chinasi attivata dall’AMP, AMPK, è un fattore fondamentale per il manteni-
mento dell’omeostasi energetica, che viene attivato in risposta ad un cambiamento nelle 
condizioni metaboliche cellulari (Rutter et al., 2003). AMPK è in grado di attivare diverse 
vie di segnalazione intracellulare, che possono condurre alla morte cellulare per apoptosi o 
 81 
per autofagia, e rappresenta pertanto un importante regolatore di questi due processi (Liang 
et al., 2007). 
L’accumulo di specie reattive dell’ossigeno (ROS) a livello intracellulare costituisce uno 
stress che provoca la riduzione dei livelli di ATP, determinando in questo modo 
l’attivazione di AMPK (Son et al., 2011). I tiazolidinedioni sono in grado di indurre la 
produzione di specie reattive dell’ossigeno (Pérez-Ortiz et al., 2004) e l’analisi citofluori-
metrica condotta nella linea H295R ha confermato che il rosiglitazone è in grado di stimo-
lare l’accumulo di ROS in queste cellule in modo tempo-dipendente e che tale effetto de-
termina un aumento dello stress ossidativo tale da indurre la depolarizzazione della mem-
brana mitocondriale. 
Sulla base di questi risultati, il meccanismo d’azione del rosiglitazone nelle cellule della 
linea H295R appare quindi mediato da AMPK, la cui attivazione, a seguito di uno stress 
ossidativo che comporta l’accumulo intracellulare di ROS e la depolarizzazione della 
membrana mitocondriale, provoca l’innesco del processo autofagico, che culmina nella 
morte programmata di queste cellule. 
Sulla base degli effetti osservati, appare evidente che ulteriori indagini atte a chiarire i 
motivi per cui il rosiglitazone induce effetti diversi nelle cellule delle linee H295R e SW-
13 sono necessarie. I risultati ottenuti finora, tuttavia, dimostrano che il rosiglitazone è in 
grado di indurre un effetto anti-tumorale in entrambe queste linee cellulari. 
Per la prima volta, inoltre, è stato dimostrato che il rosiglitazone induce morte cellulare 
per autofagia nelle cellule della linea H295R ed è stato confermato il processo di de-
regolazione del ciclo cellulare nella linea SW-13. La capacità del farmaco di indurre un ef-
fetto anti-proliferativo su linee cellulari derivate da diversi stadi tumorali e con un profilo 
genetico differente rappresenta un dato importante, suggerendo un potenziale utilizzo tera-
peutico del rosiglitazone nei casi di carcinoma corticosurrenalico. 
Uno dei più forti limiti all’applicabilità clinica della terapia con il rosiglitazone è rappre-
sentato dall’osservazione che dosi elevate di questo farmaco possono indurre gravi effetti 
collaterali, soprattutto a livello del sistema cardiovascolare (Ciudin et al., 2012). Nonostan-
te attualmente siano in atto dei trials clinici basati sull’uso di molecole che mimano 
l’effetto del rosiglitazone sull’insulino-resistenza e la risposta infiammatoria, non esistono 
al momento dati sull’efficacia di questi composti nella terapia anti-tumorale (Yew et al., 
2011; Ciudin et al., 2012). Il potenziale utilizzo di questi farmaci nel trattamento del can-
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cro rappresenta tuttavia una interessante prospettiva da approfondire nell’ambito dello stu-
dio di nuove terapie anti-tumorali. 
La tossicità indotta dal trattamento farmacologico e chemioterapico rappresenta uno dei 
maggiori problemi riscontrati nella cura del carcinoma corticosurrenalico. La terapia adiu-
vante per questa neoplasia è infatti prevalentemente basata sull’utilizzo del mitotano e di 
altri chemioterapici. Nonostante questi farmaci possiedano una certa efficacia terapeutica, 
il loro utilizzo è fortemente limitato dall’insorgenza di gravi effetti collaterali, che spesso 
richiedono la sospensione del trattamento (Allolio e Fassnacht, 2006; Libè et al., 2007). 
La radioterapia, al contrario, determina degli effetti collaterali notevolmente minori e po-
trebbe pertanto rappresentare una valida alternativa alla terapia farmacologica e con che-
mioterapici. Ciononostante, il trattamento con radiazioni ionizzanti non viene intrapreso 
frequentemente, a causa dell’elevata variabilità osservata nella risposta in diversi gruppi di 
pazienti, e fino a qualche tempo fa, il carcinoma corticosurrenalico era considerato un tu-
more radio-resistente (Fassnacht et al., 2006; Patalano et al., 2009). Recentemente, la vali-
dità della radioterapia nei casi di carcinoma corticosurrenalico è stata dimostrata in diversi 
studi, tuttavia molti autori concordano nel rimarcare la necessità di identificare dei fattori 
predittivi che consentano di discriminare i pazienti idonei ad intraprendere questo tipo di 
trattamento da quelli per i quali è invece sconsigliabile (Fassnacht et al., 2006; Polat et al., 
2009). 
Lo scopo di questo studio era pertanto quello di identificare dei possibili marcatori mole-
colari che consentano di predire l’esito del trattamento radioterapico, al fine di favorire la 
prognosi e le condizioni di vita dei pazienti. Considerato l’importante ruolo dell’onco-
soppressore p53 nella risposta cellulare al danno al DNA indotto da radiazioni, è stato ipo-
tizzato che questo fattore potesse rappresentare uno di questi marcatori. 
La proteina p53 è un fattore di fondamentale importanza per processi cellulari quali la 
regolazione del ciclo cellulare, la riparazione del danno al DNA e l’apoptosi. Essa è codifi-
cata dal gene TP53, che risulta frequentemente mutato in molti tipi di tumore (Levine et 
al., 2006; Römer et al., 2006; Millau et al., 2009). Molti studi riportano una associazione 
tra mutazioni del gene TP53 e la radio-resistenza di alcune linee cellulari (McIlwrath et al., 
1994; Bristow et al., 1996; Gallardo et al., 1996; Concin et al., 2000). Poiché tuttavia non 
esistono dati relativi alla correlazione tra lo stato di TP53 e l’efficacia della radioterapia nel 
carcinoma corticosurrenalico, in questo studio è stato valutato il ruolo di p53 nella risposta 
alla radioterapia in due linee cellulari derivanti da questo tumore. 
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Le linee cellulari H295R e SW-13 presentano entrambe mutazioni nel gene TP53. La de-
lezione degli esoni 8 e 9 del gene, presente nella linea H295R, era già stata precedentemen-
te descritta dal nostro gruppo (Cerquetti et al., 2008), mentre la mutazione puntiforme 
H193Y della linea SW-13 è stata identificata da Reincke et al. (1994), tuttavia, attualmente 
non esistono dati relativi all’effetto di queste mutazioni sulla funzionalità di p53. Nel corso 
dello studio è stato inoltre identificato un polimorfismo a livello del codone 72 (P72R) nel-
la linea SW-13. L’effetto di questo polimorfismo sull’attività di p53 è molto dibattuto 
(Whibley et al., 2009), tuttavia nei portatori omozigoti è stata osservata una maggiore su-
scettibilità allo sviluppo di tumori, mentre una riduzione della sopravvivenza è stata rileva-
ta in pazienti eterozigoti affetti da carcinoma della mammella (Bonafé et al., 2003; Whi-
bley et al., 2009). 
Il mutante di p53 presente nella linea H295R è privo di parte del dominio di legame al 
DNA e dell’interio dominio C-terminale, mentre nella linea SW-13 è presente una muta-
zione all’interno del dominio di legame al DNA, suggerendo che l’attività di p53 in queste 
cellule sia verosimilmente persa. 
L’effetto della reintroduzione di p53 è stato valutato nelle linee cellulari derivanti da car-
cinoma corticosurrenalico e nella linea p53-/- SK-OV-3, che è stata utilizzata come control-
lo. In passato, infatti, è stato dimostrato che la perdita di p53 nella linea SK-OV-3 è re-
sponsabile della radio-resistenza di queste cellule, mentre la reintroduzione della forma 
wild type di p53 è in grado di determinare un forte effetto sulla proliferazione e la vitalità 
cellulare in risposta all’irraggiamento (Gallardo et al., 1996; Concin et al., 2000). In accor-
do con tali risultati, è stato confermato che la trasfezione delle cellule SK-OV-3 con un 
vettore esprimente la forma wild type di TP53 induce una inibizione della proliferazione 
cellulare e apoptosi in risposta al trattamento con radiazioni ionizzanti. La morte cellulare è 
presente solo nelle cellule che esprimono p53wt, nonostante un certo effetto sulla prolifera-
zione cellulare sia stato osservato anche nei campioni trasfettati con un vettore vuoto, con-
fermando quindi che in queste cellule la presenza di una p53 funzionale è necessaria per 
l’induzione dell’apoptosi in risposta all’irraggiamento. 
Nelle linee cellulari H295R e SW-13, l’over-espressione di p53wt non è in grado di indur-
re un effetto significativo sulla proliferazione cellulare, tuttavia la presenza della forma 
wild type della proteina appare fondamentale per inibire la proliferazione e indurre morte 
per apoptosi in risposta al trattamento con radiazioni ionizzanti, indicando pertanto che la 
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perdita dell’attività di p53 rappresenta un evento strettamente correlato con la diminuzione 
della sensibilità alla radioterapia nei modelli cellulari di carcinoma corticosurrenalico. 
Il trattamento con radiazioni ionizzanti determina un aumento dei livelli di p53, che è 
dovuto ad una stabilizzazione della proteina, piuttosto che ad un aumento dei livelli di e-
spressione dell’mRNA del gene, indicando pertanto la sua attivazione. Inoltre, è stato os-
servato anche un aumento dell’attività trascrizionale di p53, che induce una inibizione 
dell’espressione del gene anti-apoptotico BCL2. I livelli di BCL2, infatti, non sono influen-
zati dall’irraggiamento in assenza di p53wt, mentre il rispristino di p53 determina una forte 
diminuzione della sua espressione. 
Questi risultati indicano pertanto che l’attivazione di p53 da parte delle radiazioni ioniz-
zanti è necessaria per indurre morte cellulare per apoptosi nelle linee cellulari studiate. I-
noltre, nonostante le linee H295R e SW-13 abbiano caratteristiche molto diverse e risultino 
anche più resistenti al trattamento con radiazioni ionizzanti rispetto alla linea SK-OV-3, gli 
effetti del ripristino di p53 sono molto simili in tutte e tre le linee cellulari. Tale osserva-
zione farebbe presumere che i mutanti di p53 identificati nelle linee H295R e SW-13 rap-
presentino delle forme non funzionanti della proteina, piuttosto che dei mutanti dominanti 
negativi o gain-of-function. Una più approfondita caratterizzazione di queste mutazioni sa-
rebbe tuttavia necessaria per poter confermare questa ipotesi. 
Poiché in questo lavoro è stato identificato un meccanismo alla base dell’effetto della ra-
dioterapia che richiede la presenza di una p53 funzionale, i risultati ottenuti sottolineano 
inoltre l’importanza di una diagnosi precoce del carcinoma corticosurrenalico, al fine di in-
traprendere il trattamento radioterapico durante i primi stadi dello sviluppo tumorale, po-
tenzialmente prima dell’insorgenza di mutazioni nel gene TP53. Inoltre, l’esistenza di mo-
lecole in grado di riattivare la proteina p53 mutante o inattiva, quali le nutline, PRIMA-1 e 
RITA (Wang et al., 2003; Wiman, 2010), suggerisce la possibilità di utilizzare questi com-
posti in associazione con la radioterapia nei casi in cui TP53 sia mutato. 
Attualmente non esistono dati relativi all’associazione tra lo stato di p53 e l’efficacia del-
la radioterapia nei pazienti affetti da carcinoma corticosurrenalico, tuttavia degli studi re-
trospettivi e prospettici su una casistica di pazienti sottoposti alla radioterapia appaiono in-
dispensabili per confermare l’effettivo valore di p53 come fattore predittivo nell’ambito 
dell’ACC. 
Nel corso dello studio, è stato inoltre valutato l’effetto di p53wt sull’espressione di IGF2. 
Il fattore di crescita insulino-simile (IGF-II) è over-espresso nel 90% dei carcinomi corti-
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cosurrenalici (Wilkin et al., 2000; de Reyniès et al., 2009) e rappresenta il principale mar-
catore che consente di distinguere i tumori maligni dagli adenomi (Gicquel et al., 2001; de 
Reyniès et al., 2009). Inoltre, l’over-espressione di IGF2 è considerata un fattore progno-
stico negativo nei casi di ACC (Gicquel et al., 2001; Patalano et al., 2009). 
Diversi studi hanno dimostrato che p53 è in grado di inibire l’espressione di IGF2, sia di-
rettamente, attraverso la repressione del promotore P3 di IGF2, sia indirettamente, median-
te la regolazione dell’espressione delle DNA metiltrasferasi (Dnmt), che consente il man-
tenimento di un corretto pattern di metilazione nella regione di controllo dell’imprinting 
(ICR) nella regione 11p15.5 (Zhang et al., 1996; Park et al., 2005). 
In questo studio è stato dimostrato che l’attivazione di p53 in risposta al trattamento con 
radiazioni ionizzanti determina una forte inibizione dell’espressione di IGF2 nelle due li-
nee cellulari di carcinoma corticosurrenalico. Inoltre, è stata osservata anche una forte ri-
duzione nei livelli di attivazione della proteina Akt, che è coerente con l’induzione 
dell’apoptosi osservata nelle cellule esprimenti p53wt sottoposte ad irraggiamento. 
L’assenza di questi effetti nelle cellule che esprimono soltanto le forme mutanti di p53 
suggerisce che la presenza della forma wild type della proteina sia necessaria per inibire la 
via di trasduzione del segnale mediata da IGF-II e Akt, che è iper-attivata nel carcinoma 
corticosurrenalico. 
Ulteriori studi sono necessari al fine di comprendere l’esatto meccanismo che determina 
la repressione di IGF2 da parte di p53 in seguito all’irraggiamento, tuttavia l’inibizione 
della via di IGF-II/Akt rappresenta un importante traguardo terapeutico. Considerato il va-
lore prognostico di IGF2 nell’ambito dell’ACC, infatti, l’inibizione della sua espressione 
da parte di p53 in risposta alla radioterapia potrebbe contribuire a ridurre l’aggressività del 
tumore, riducendo la probabilità di recidive e potenzialmente aumentando la sopravvivenza 
dei pazienti. 
Sebbene IGF-II costituisca il principale marcatore di malignità per il carcinoma cortico-
surrenalico, esso non è l’unico fattore di crescita che risulta over-espresso in questo tipo di 
neoplasia. Il fattore di crescita dell’endotelio vascolare (VEGF) è un altro fattore di cresci-
ta la cui espressione aumenta significativamente nei tumori maligni della corteccia surrena-
le (Libé et al., 2007). VEGF è un fattore coinvolto nella vasculogenesi e nell’angiogenesi, 
una condizione tipica dei tumori. La sua espressione è fortemente stimolata in condizioni 
di ipossia ed è regolata dal fattore indotto dall’ipossia, HIF-1 (Lee et al., 2004; Weidemann 
e Johnson, 2008). 
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HIF-1 risulta iper-attivato in molti tipi di tumore, spesso a causa della perdita di regolato-
ri negativi, quali PTEN e p53, o della over-espressione di molecole induttrici, quali MDM2 
e IGF-II (Feldser et al., 1999; Jiang et al., 2001; Semenza, 2003). Lo stato di HIF-1 nel 
carcinoma corticosurrenalico è attualmente sconosciuto, tuttavia, considerata la forte e-
spressione di VEGF e IGF2, nonché la frequenza delle mutazioni di TP53, è stato ipotizza-
to che esso possa essere attivo in modo anomalo anche in questa neoplasia. 
I dati ottenuti in questo studio supportano questa ipotesi, infatti è stato dimostrato che 
nelle linee cellulari di ACC la subunità α di HIF-1 è stabilizzata anche in normali condi-
zioni di ossigenazione e risulta localizzata prevalentemente a livello nucleare, indicando 
uno stato di attivazione patologica. Nonostante i meccanismi alla base della attivazione di 
HIF-1α non siano stati ancora chiariti, i risultati ottenuti fino a questo momento suggeri-
scono comunque che HIF-1α possa costituire un fattore importante per la progressione ne-
oplastica del carcinoma corticosurrenalico. Ulteriori studi si rendono quindi necessari per 
chiarire l’effettivo ruolo diagnostico e prognostico di questo fattore, oltre che per 
l’identificazione delle alterazioni molecolari alla base della sua attivazione, al fine di poter 
definire nuove strategie terapeutiche mirate alla sua inibizione. 
L’attivazione di p53 in seguito al trattamento con radiazioni ionizzanti è risultata in gra-
do di determinare una inibizione di HIF-1α, sia a livello trascrizionale, sia in termini di re-
pressione della sua attività, infatti l’espressione di VEGF-A, la proteina più importante del-
la famiglia dei VEGF, appare fortemente inibita dal ripristino di p53 nelle linee cellulari di 
carcinoma corticosurrenalico. Considerati i diversi meccanismi attraverso i quali p53 è in 
grado di inibire HIF-1α e VEGF, sia direttamente, sia attraverso la repressione di IGF2, il 
ruolo di p53 nell’inibizione dell’angiogenesi appare quindi un importante aspetto da appro-
fondire, al fine di chiarire l’effetto del trattamento con radiazioni ionizzanti nell’ambito del 
carcinoma corticosurrenalico. 
In conclusione, lo scopo del lavoro svolto durante questo Dottorato di Ricerca era quello 
di identificare delle strategie terapeutiche efficaci per la cura del carcinoma corticosurrena-
lico. I risultati ottenuti fino a questo momento confermano che il rosiglitazone rappresenta 
un nuovo farmaco anti-tumorale potenzialmente efficace nell’inibire la progressione neo-
plastica dell’ACC. Nonostante la diversità degli effetti osservati nei due modelli cellulari 
utilizzati nello studio, infatti, il rosiglitazone appare comunque in grado di inibire la proli-
ferazione delle cellule tumorali e di indurre morte cellulare nella linea H295R, suggeren-
done un possibile utilizzo terapeutico. 
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Inoltre, l’approfondimento delle conoscenze relative all’efficacia del trattamento radiote-
rapico nella cura del carcinoma corticosurrenalico ha evidenziato l’importanza del fattore 
onco-soppressore p53, infatti è stato dimostrato che p53wt è in grado di indurre arresto del-
la proliferazione cellulare e morte per apoptosi nelle linee cellulari di carcinoma cortico-
surrenalico, indipendentemente dal loro stadio di differenziamento e dalle caratteristiche 
endocrine, suggerendo quindi che la presenza della forma wild type di p53 possa essere 
considerata un fattore predittivo favorevole per la radioterapia nei casi di carcinoma corti-
cosurrenalico. 
Ulteriori studi si rendono necessari al fine di chiarire i meccanismi molecolari alla base 
della patogenesi delle neoplasie corticosurrenaliche, tuttavia i risultati finora ottenuti circa 
l’identificazione di nuove strategie farmacologiche costituiscono degli importanti elementi, 
favorevoli al miglioramento ed allo sviluppo futuro di protocolli terapeutici per questa gra-
ve neoplasia. 
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